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“TRATAMENTO DO CANCER DE BEXIGA UTILIZANDO EO9 E
PROPILENO GLICOL”

REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDO RELACIONADO.

O presente Pedido reivindica o beneficio do Pedido
Provisério de Patente Americana N°. 60/771.678, arquivado em
09 de fevereiro de 2006.

CAMPO DA INVENCAO.

A presente inveng¢do se refere ao tratamento do
cancer de bexiga utilizando formulagdes de E09 e métodos. A
presente invengdo pode tirar vantagem de concentracgdes de
propileno glicol e/ou da expressdo das proteinas
NAD (P)H:quinona oxirredutase-1 (NQOl), citocromo P450 oxir-
redutase (P450R) e do transportador 1 de glicose (Glut-1) na
célula transicional humana do céncer da bexiga para oferecer
tratamentos individualmente direcionados do céancer de bexi-
ga.

ANTECEDENTES DA INVENCAO.

O cadncer de bexiga é o sétimo cadncer mais comum em
todo o mundo. Em 2000, foi o quarto cdncer mais comum em ho-
mens no Reino Unido com 9.000 novos casos diagnosticados na-
guele ano (1). Em 2002, houve aproximadamente 280.000 casos
do cadncer de bexiga na Europa e mais de 60.000 novos casos
foram esperados nos Estados Unidos para 2004.

O tipo mais comum do cancer de bexiga (aproximada-
mente 90 %) é o carcinoma da célula transicional (TCC) que
se deriva do urotélio, ou do revestimento celular do sistema
uretral (ureteres, bexiga e uretra). O carcinoma da célula

transicional (TCC) pode ser classificado como ou superficial
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(pTa e pTl) ou musculo invasivo (> pT2). O tratamento do TCC
superficial é atualmente ressecc¢do transuretral (TURBT; isto
é, a remogdo cirurgica de todas as lesbes visiveis) sequido
por quimioterapia adjuvante ou imunoterapia. A validade de
tal tratamento é apoiada pela reducdo significativa da re-
corréncia do tumor superficial observada depois da quimiote-
rapia adjuvante, quando em comparagdo com a TURBT sozinha
(2) . Embora os reagentes, tais como a Mitomicina C (MMC), a

Epirubicina e a BCG sejam rotineiramente usados, é amplamen-

- te reconhecido que existe uma necessidade para desenvolver

ou agentes mais potentes e/ou menos tdéxicos contra o TCC ou
utilizar melhor a terapéutica atual em termos de um trata-
mento direcionado de individuos (ou de subgrupos patoldgi-
cos) que também serd beneficiados.
l A Mitomicina C (MMC) é um agentge anti-neoplésico
a base de quinona de ocorréncia natural que pertence a uma
classe de compostos conhecidos como drogas biorredutoras
(3). Em geral, as drogas biorredutoras sdo pré-drogas que
necessitam da ativagdo metabdlica para gerar os metabdlitos
citotdéxicos e sdo todos projetadas em principio em extermi-
nar células hipdxicas que residem nas regides pobremente
perfundidas dos tumores sélidos. Estas drogas, contudo, tam-
bém podem ser direcionadas para as porc¢des aerdbicas dos tu-
mores.
Os parametros—-chave que determinam a seletividade
citotdxica das drogas biorredutoras a base de quinona (isto

&€, entre as células tumorais hipdxicas e aerdbicas) sdo a

presenca de determinadas redutases enzimaticas necessérias
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para reduzir a prdé-droga e a capacidade do oxigénio molecu-
lar para reverter o processo de ativagdo (4,5) (embora o pa-
pel relativo das redutases e da tensdo de oxigénio na deter-
minagdo da morte celular varie dependendo do composto em
questdao (4,6)). O fato da MMC ser rotineiramente usada no
tratamento do TCC sugere que esta doenga ndo possua somente
a engrenagem bioquimica adequada necessdria para a ativacao
biorredutora, mas que outros compostos nesta classe também
possam ser Uteis no tratamento desta doenca. Dois exemplos
de compostos adicionais que também podem ser Uteis incluem o
EO9 derivado da indolequinona e a aziridinil benzogquinona
RH1 (7,8).

Tal com declarado, a capacidade das drogas biorre-
dutoras a base de quinona em exterminar as células aerdbicas
ou as hipdxicas é basicamente determinada por uma relacdo
complexa entre enzimologia do tumor incluindo a presenca de
redutases e a hipoxia. Varias redutases foram implicadas na
ativagdo de drogas biorredutoras (4,6) embora uma atencdo
consideravel tenha sido dada as enzimas citocromo P450 redu-
tases (P450R) e NAD(P)H:quinona oxirredutase-1 (NQOl). Com
relagcdo a medigdo da hipoxia, foi mostrado que os marcadores
enddbgenos, tais como o transportador 1 de glicose (Glut 1)
ou a anidrase carbdnica IX (CAIX) estdo em correlacdo com os
marcadores de hipoxia exdgenos, tais como o pimonidazol
(9,10). Assim, a relacdo entre a hipoxia do tumor e a ex-
pressdo de duas redutases chave nos carcinomas das células
transicionais superficiais e invasivas (TCC) da bexiga é de

uma importdncia primordial. Além disso, o uso de preparacdes
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farmacéuticas para o tratamento do céncer de bexiga com per-
fis variados de penetracdo é necessirio para atingir os tu-
mores superficiais contra os misculo invasivos. A presente
invencdo se refere a esses aspectos dos tratamentos do cén-
cer de bexiga.

SUMARIO DA INVENGCAO.

Diferengas significativas foram encontradas na ex-
pressdo da NQOl entre tumores superficiais e invasivos com
baixos niveis observados nos tumores musculo invasivos. Ao
contrario a P450R e o Glut 1 foram expressados em todas as
etapas e graus do TCC embora a expressdo aumentasse com o
estdgio do tumor (particularmente no caso da Glut 1). Além
disso, a expressdo do Glut 1 foi significativamente elevada
em tumores G3 enquanto existiam baixos niveis de NQOl. Estes
resultados demonstraram que existem diferencas marcantes nas
expressdes da NQOl e do Glut 1 entre o TCC da bexiga super-
ficial e invasivo. Além disso, foram encontradAs preparacdes
farmacéuticas de drogas biorredutoras a base de quinona com
diferentes perfis de penetracéo.

Estes resultados trazem implicacdes terapéuticas
para as drogas biorredutoras a base de quinona de modo que
aquele unico agente terapéutico seria apropriado para a do-
enga superficial enquanto que seria desejavel para a doenca
miusculo invasiva, uma terapia combinada usando quinonas para
visar as fragdes hipdxicas e outras modalidades para exter-
minar as frac¢des aerdbicas. Além disso, as preparacgdes far-
macéuticas com perfis de penetracdo mais baixos podem ser

adotadas para o tratamento de cancer superficiais de bexiga
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enquanto As preparacgdes farmacéuticas com perfis de penetra-
¢ao maiores podem ser adotadas para o tratamento dos cénce-
res de bexiga mais misculo invasivos. Tomado em conjunto,
esses aspectos da presente invengdo fornecem avangos impor-
tantes no tratamento do céncer de bexiga permitindo a elabo-
ragdo de tratamentos de clncer para determinadas caracteris-
ticas do perfil da doenca em um individuo.

Especificamente, uma modalidade de acordo com a
presente invengdo inclui um método para tratar o cancer de
bexiga compreendendo a determinagdo dos niveis de pelo menos
uma enzima dentro de um tumor e a escolha de um tratamento a
base de pelo menos um nivel de enzima em que o tratamento
compreende a administragdo de uma droga biorredutora a base
de quinona ou sozinha ou em combinacdo com outro tratamento.

Em outra modalidade, a enzima é selecionada do
grupo consistindo de NAD(P)H:quinona oxirredutase-1 (NQOl) e
NADPH citocromo P450 redutase (P450R). Em uma modalidade em
particular, a enzima & NQOl e o tratamento compreende a ad-
ministragdo de uma droga biorredutora & base de quinona so-
zinha. Em outra modalidade em particular, a enzima é NQOl e
O tratamento compreende a administrag¢do de uma droga biorre-
dutora a base de quinona em combinacdo com outro tratamento.
Em outra modalidade em particular a enzima é a P450R e o
tratamento compreende a administracao sozinha de uma droga
biorredutora a base de quinona. Em ainda outra modalidade em
particular a enzima é P450R e o tratamento compreende a ad-
ministragcdo de uma droga biorredutora a base de quinona em

combinagdo com outro tratamento. Em uma nova modalidade de
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acordo com a presente invencdo, a enzima é a NQOl e a P450R
e o tratamento compreende a administracdo de uma droga bior-
redutora a base de quinona sozinha. Em ainda outra modalida-
de, a enzima é a NQOl e a P450R e o tratamento compreende a
administracdao de uma droga biorredutora a base de quinona em
combinag¢do com outro tratamento.

Uma modalidade de acordo com a presente invengdo
compreende também a determinacdo dos niveis de hipoxia den-
tro de um tumor e a escolha de um tratamento a base de pelo
menos um nivel de enzima e nivel de hipoxia. Em uma modali-
dade especifica, o nivel de hipoxia é determinado medindo
transportador 1 de glicose (Glut 1) e/ou anidrase carbdnica
IX (CAIX).

Uma modalidade em particular de acordo com a pre-
sente invencdo inclui um método para tratar o cadncer de be-
xiga compreendendo escolha de um tratamento baseado em uma
medicdo selecionada do grupo consistindo de niveis de
NAD{P)H:quinona oxirredutase-1 (NQOl), niveis de NADPH cito-
cromo P450 redutase (P450R), e niveis do transportador 1 de
glicose (Glut 1) em que o tratamento compreende a adminis-
tragdo de uma droga biorredutora a base de quinona sozinha
ou em combinacdo com outro tratamento. Em vArios aspectos
desta modalidade em particular: a medigdo pode ser da NQOl1
ou da P450R e o tratamento compreende a administracdo de uma
droga biorredutora a base de quinona sozinha; a medicdo pode
ser da NQOl ou da P450R e o tratamento compreende a adminis-
tragdo de uma droga biorredutora a base de quinona em combi-

nacdo com outro tratamento; a medigdo pode ser da NQOl e da
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P450R e o tratamento compreende a administracdo de uma droga
biorredutora a base de quinona sozinha; a medigdo pode ser
da NQOI e da P450R e o tratamento compreende a administracdao
de uma droga biorredutora a base de quinona em combinagdo
com outro tratamento; ou a medicdo pode ser da NQOl, da
P450R e do Glut 1 e o tratamento compreende a administragdo
de uma droga biorredutora & base de gquinona sozinha ou em
combinacdo com outro tratamento.

Em uma modalidade de acordo com a presente inven-
¢do, a invencdo inclui um método para tratar o céncer inva-
sivo da bexiga compreendendo a determinacdo dos niveis de
NQOl e de Glut 1 dentro de um tumor; selecionar um tratamen-
to de combinac¢do incluindo uma droga biorredutora a base de
quinona em combinagdo com outro tratamento em outra base
porque o dito nivel de NQOl é mais baixo do que o dito nivel
de Glut-1 é mais alto do que seria observado se o tumor dito
fosse superficial.

Em outra modalidade de acordo com a presente in-
vengdo, a invengdo inclui um método de estratificar um paci-
ente para uma terapia adequada do cancer de bexiga baseado a
niveis de expressao de NQOl e de Glut 1 dentro do tumor de
bexiga do dito paciente compreendendo: a determinacdo dos
niveis de expressdao de NQOl e de Glut 1 dentro do tumor de
bexiga do dito paciente; e administrar uma droga biorreduto-
ra como unico agente terapéutico se o dito paciente tiver o
cdncer de bexiga superficial com altos niveis de NQOl1l ou ad-
ministrar uma terapia combinada onde uma droga biorredutora

é usada em combinagdo com a terapia radioativa ou outro a-
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gente quimioterapéutico caso o dito paciente tenha cancer
invasivo da bexiga com niveis baixo de NQOl e alta de Glut
1.

Em modalidades em particular de acordo com a pre-
sente invengdo, outro tratamento é-a radioterapia e/ou a ad-
ministragdo de pelo menos um agente quimioterapéutico.

Em varias modalidades, a droga biorredutora a base
de quinona especialmente Util serd selecionada do grupo con-
sistindo de mitomicina C, o EO9 derivado da indolequinona,
aziridinil benzogquinona (RH1l), e combinacdes dos mesmos.

A presente invencgdo também inclui preparacgdes far-
macéuticas. Especificamente, uma modalidade de acordo com a
presente invenc¢do inclui uma preparagdo farmacéutica compre-
endendo EO9 em uma solugdo com uma concentracdo de propileno
glicol (PG) selecionada do grupo consistindo de aproximada-
mente 30 % vol/vol de PG, aproximadamente 20 % vol/vol de
PG, e aproximadamente 10 % vol/vol de PG. As concentracdes
de EOS podem estar presentes em uma faixa de variacdo de a-
proximadamente 300 pM a aproximadamente 400 pM. Em uma modal
lidade especifica, a preparagdo compreende uma solucdo com
uma concentragcdo de aproximadamente 347 puM de EOQ9.

As preparagdes farmacéuticas de acordo com a pre-
sente inven¢do podem compreender também NaHCO;, EDTA, mani-
tol e agua. Em uma modalidade, a preparacdo compreende de
aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente 120 mg/mL de NaH-
CO3 em uma modalidade especifica, a preparacdo compreende
aproximadamente 100 mg/mL ou aproximadamente 100,25 mg/mL de

NaHCO3;. Em outra modalidade especifica a preparacdo compre-
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ende aproximadamente 50 mg/mL de NaHCO; ou aproximadamente
50,125 mg/mL de NaHCO3. Em outra modalidade, a preparacdo
compreende de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximadamente
3,0 mg/mL de manitol. Em uma modalidade especifica, a prepa-
racdo compreende aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol. Em
outra modalidade especifica a preparagdo compreende 1,25
mg/mL de manitol. Em outra modalidade especifica, a prepara-
¢do compreende aproximadamente 100 mg/mL de NaHCO;3;, aproxi-
madamente 0,625 mg/mL de manitol e aproximadamente 0,1 mg/mL
de EO9 em uma solugdo compreendendo EDTA, PG e &gua.

Uma modalidade de acordo com a presente invencdo
inclui uma preparacdo farmacéutica compreendendo E09, NaHCO;
e manitol em uma solugdao compreendendo PG, EDTA e &gua em
que o PG esta presente na solucdo em uma faixa de variacdo
percentual selecionada.do grupo consistindo de aproximada-
mente 6 % a aproximadamente 14 % vol/vol; de aproximadamente
16 % a aproximadamente 24 % vol/vol, e de aproximadamente 26
% a aproximadamente 34 % vol/vol. Em outra modalidade, o PG
estd presente na solugdo em um percentual selecionada do
grupo consistindo de aproximadamente 10 % vol/vol, aproxima-
damente 20 % vol/vol, e aproximadamente 30 % vol/vol. Em ou-
tra modalidade, a preparagdo compreende uma solucdo com a-
proximadamente 347 pM de EO9 concentracdo e aproximadamente
uma concentracdo de 10 % vol/vol de PG. Em ainda outra moda-
lidade, a preparag¢do compreende uma solucdo com uma concen-
tracao de aproximadamente 347 pM de EO9 e uma concentracdo
de aproximadamente 20 % vol/vol de PG. Em uma nova modalida-

de, a preparacdo compreende uma solugdo com uma concentracdo
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de aproximadamente 347 uM EO9 e uma concentragdo de aproxi-
madamente 30 % vol/vol de PG. Estas modalidades descritas da
presente invencdo podem compreender de aproximadamente 10
mg/mL a aproximadamente 120 mg/mL de NaHCO3 e em uma modali-
dade em particular compreenderd aproximadamente 100, aproxi-
madamente 100,25 ou aproximadamente 50,125 mg/mL de NaHCOs;.
Estas modalidades descritas da presente invengdo também po-
dem compreender de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximada-
mente 3,0 mg/mL de manitol e em uma modalidade em particular
compreendera aproximadamente 0,625 mg/mL ou aproximadamente
1,25 mg/mL de manitol. |

Uma modalidade de acordo com a presente invencéo
pode inclulr uma preparagao farmacéuticé em que a preparacgao
compreende uma solug¢do com uma concentracdo de aproximada-
mente 347 pM de EO9, uma concentracdo de aprogimadamente 10
% vol/vol de PG, aproximadamente 100,25 mg/mL de NaHCO; e
aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol. Outra modalidade po-
de incluir uma preparagdo farmacéutica em que a preparacdo
compreende uma solug¢do com uma concentracdo de aproximada-
mente 347 pM de EO9, uma concentracdo de aproximadamente 30
% vol/vol de PG, aproximadamente 100,25 mg/mL de NaHCO3 e
aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS.

A Figura 1 mostra a andlise imunoistoquimica da
NQOl, da P450R e do Glut-1 em trés pacientes com carcinoma
da célula transicional da bexiga.

A Figura 2 mostra o equipamento usado para estudar

a penetracdo da droga através de camadas de miultiplas célu-
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las.

A Figura 3 mostra uma representacdo esquemdtica de
preparacdes da solugao de droga.

A Figura 4 mostra um cromatograma da amostra em
branco semeada com WV14 como um padrdo interno.

A Figura 5 mostra cromatogramas do padrdo EO09 na
cultura de RPM1 1640.

A Figura 6 mostra cromatogramas de padrdes de EOQO9

o

em 0,1 % de DMSO (6A); 30 % propileno glicol (PG; 6B); 20
de PG (6C); e 10 % de PG (6D).

A Figura 7 mostra as curvas de calibfagéo de EO9
em 0,1 % de DMSO e diversas concentragdes de PG (30 %; 20 %;

10

oo

).

A Figura 8 mostra a penetracdo de EO0O9 em varias
concentragdes PG -através de camadas de. maltiplas células
DLD-1.

A Figura 9 mostra segdes retas representativas a-
través de camadas de multiplas células DLD-1 coradas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO.

As drogas biorredutoras a base de quinona sdo pré-
drogas que geram espécies ciltotédxicas apds ativacdo enzima-
tica. A enzima NAD(P)H:quinona oxirredutase-1 (NQOl; também
chamada DT-diaforase (DTD)), uma enzima redutase com dois
elétrons, desempenha um papel proeminente na ativacdo de
drogas biorredutoras a base de quinona sob condicdes aerdbi-
cas. As drogas biorredutoras a base de quinona s&o também
citotdxicas sob condig¢des hipdxicas incluindo células com

baixa atividade NQOl. Enzimas de reducdo com um elétron, tal
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como a Citocromo P450 redutase podem desempenhar um papel
mais proeminente na ativacdo de drogastiorredutoras a base
de quinona sob condi¢des hipdxicas. Com base nos termos pre-
cedentes, os niveis dessas redutases e as condic¢des hipdxi-
cas podem-indicar que a adequagao de diferentes terapias de
cadncer incluindo a adequacdo de usar diversas drogas biorre-
dutoras a base de quinona. A presente invencdo assim avaliou
os niveis das redutases-descritas e das condigdes hipdxicas
em diferentes graus e estédgios do TCC.

As melhoras no tratamento do cdncer de bexiga tam-
bém podem ocorrer baseadas no fornecimento de preparacdes
farmacéuticas compreendendo drogas biorredutoras & base de
quinona com perfis de penetracdo variados. Por exemplo, as
preparacdes farmacéuticas com perfis de penetracdo mais bai-
xos.seriam'benéficas para usar trétando canceres superfici-
ais da bexiga porque a droga permaneceria mais préxima da
superficie da bexiga onde o tratamento é mais necessario. De
modo inverso, prepara¢des farmacéuticas com perfis mais al-
tos de penetracgdo seriam benéficas o tratamento de canceres
de bexiga mais musculo invasivos porque a droga penetraria
nas camadas mais profundas da bexiga onde o tratamento seria
mais necessario naqueles casos. Tomado em conjunto, oS Va-
rios aspectos da presente invengdo fornecem avancos impor-
tantes no tratamento do cancer de bexiga permitindo a estru-
turacdo de tratamentos de canceres com caracteristicas espe-
cificas relativas ao perfil da doenca em um individuo.

A apaziquona (prop. INN, USAN), também conhecida

como EOY9 ou NSC-382459 (3-hidroximetil-5-aziridinil-l-metil-
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2-(1H-indol-4,7-diona) -propenol com a férmula estrutural:

'

€ um biorredutor totalmente sintético de alquila-
cao da indoloquinona. Acredita-se que o mecanismo basico da
ativagdo da EO9 seja semelhante aquele de outras indoloqui-
nonas, implicando na redugdo por enzimas celulares que
transferem um ou dois elétrons, formando a semiquinona e a
hidroquinona, respectivamente. A oxidacdo da semiquinona sob
condi¢gdes aerdbicas resulta em um ciclo redox que pode cau-
sar a morte da célula pela formacgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), resultando em quebras da fita de DNA. A se-
miquinona / hidroquinona pode, particularmente sob condicdes
hipdéxicas, alquilar e reticular o DNA e outras macromolécu-
las, causando a morte da célula. A EO9 é um exemplo ndo li-
mitante da droga biorredutora & base de quinona que é ade-
quada para uso com a presente invencgéao.

EXEMPLO 1.

I. Materiais e Métodos.

A. Tecidos Humanos.

Os espécimes fixados em formalina, embebidos em
parafina de carcinomas de célula transicionais humanas da
bexiga (n = 52) foram usados para este estudo depois de ob-
ter primeiro consentimento da pesquisa local e do comité de
ética (LREC) segundo as regulagdes do Conselho de Pesquisas

Médicas. Todos os detalhes dos pacientes foram ocultados pa-
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ra assegurar a confidencialidade e todos os experimentos fo-
ram executados conforme orientacdes estabelecidas pelo LREC.
Os tumores usados para o estudo foram representativos de to-
dos os graus (11 Grau 1; 26 Grau 2; 15 Grau 3) de ambos, su-
perficiais (19 pTa; 19 pTl) e musculo invasivo (14 > pT2) e
estagios de TCC da bexiga humana. Todos os blocos de tumor
foram wusados para a construgao de mirovetores de tecido
(TMAs) e analise imunoistoquimica subseqliente.

B. Construcdo do mirovetor de tecido.

As construcdes de mirovetor de tecido (TMAs) foram
estruturadas a partir dos blocos introduzidos de parafina
para representar varios graus (G1-G3) e vArios estégios
(pTa, pTl, > pT2) do TCC da bexiga humana. A construgdo do
mirovetor de tecido (TMA) foi realizada usando um contrutor
de microvetor da Beécher Instruments (Silver Spring, MD,
USA) pela utilizacdo de um método modificado de Bubendorf et
al/. (11) que é incorporado aqui pela referéncia. Resumida-
mente, as se¢des de cada bloco de doador de parafina foram
introduzidos né utilizagdo corada por hematoxilina e eosina
(H&E), examinado pela microscopia e uma &rea gque contém o
tecido de interesse foi marcada no bloco de cera. Os nlicleos
cilindricos (600 uM) foram pingados para bidpsia destas a-
reas representativas e transferidos para um bloco recipien-
te. A amostragem de tecido usou quatro nucleos de cada bloco
de tumor para fornecer dados representativos sobre cada blo-
co de origem. Um total de 108 amostras principais que repre-
sentam 26 pacientes foi incluido por bloco de TMA e dois

blocos de TMA foram construidos. As segdes, com espessura de
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5 pM, foram cortadas dos blocos recebedores de TMA e monta-
dos sobre lédmina de vidro usando um sistema de transferéncia
de fita (Instrumedics, EUA). A coloragdo H&E para a verifi-
cacdo de histologia e integridade de mostra foi executada na
primeira e a cada décima secdo subseqgiiente cortada de cada
bloco de mirovetor. A ldmina de TMA foi entdo submetida a
anélisés de imunoistoquimica.

C. Anticorpos.

Os anticorpos usaram incluiu anticorpo monoclonal
de rato contra NQOl (fornecido pelos doutores Siegel e Ross,
University of Colorado Health Sciences Center, Denver, USA),
um anticorpo policlonal de cabra especifico para P450R (San-
ta Cruz Biotechnology, USA), anticorpo monoclonal de rato
contra Ki67 (BD Biosciences, Reino Unido) e um anticorpo po-
liclonal de coelho especifico para o transportador 1 de gli-
cose (GLUT-1 ; Dako, Reino Unido).

D. Imunoistoquimica.

A iminolocalizacdo de NQO1l, P450R, GLUT-1 e Kié67
foi avaliada por imunoistoquimica, como anteriormente des-
crito (9, 10, 12, 13) e entendido por aqueles com habilidade
normal na técnica. Resumidamente, seguindo a recuperacdo de
antigeno e o bloqueio da 1ligagdo de imunoglobulina néo-
especifica, TMAs foram incubados com o anticorpo primario
apropriado: incubado durante aproximadamente 60 minutos com
o anticorpo anti-NQOl1l diluido em 1:1 TBSTM (1OmM Tris-HC1,
150mM NaCl, Tween 20 0,2 %, leite em pd sem gordura a 5 %);
incubado durante aproximadamente 90 minutos para P450R dilu-

ido a 1:100 em PBS; incubado durante aproximadamente 90 mi-
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nutos com o anticorpo anti-Glut-1 diluido a 1:25 em PBS; ou
incubado durante a noite em 4°C com o anticorpo anti-Ki67
diluido a 1:100 em PBS. Os controles foram executados usando
IgG normal em vez do anticorpo primdrio, a imunolocalizacéo
foi realizada usando o anticorpo secunddrio biotinilado a-
propriado (diluido a 1:200; Vector Labs., USA), seguido por
amplificag¢do de sinal usando um kit ABC Vectastain (Vector
Labs., USA) e visualizacdo com 3,3’-diaminobenzidina (DAB)
(Vector Labs., USA). As secdes foram entdo contracoradas com
hematoxilina de Harris, desidratado, compensado e montado em
montagem DPX (Siéma, Reino Unido).

E. Andlise semiquantitativa da coloracdo imunois-

toquimica.

A imunocoloragdo positiva foi marcada semi-
quantitaﬁivamente por trés observadores independentes. Tanto
NQOl como P450R foram localizados citoplasmaticamente dentro
do tumor. Uma avaliagéo.do compartimento epitelial de cada
nucleo de tumor baseado na intensidade e na distribuicdo da
mancha foi avaliada de 0 (nd&o corado) até 4 (intensidade ma-
xima de coloragédo). Uma intensidade de marcacdo média foi
calculada para cada nucleo e cada tumor do TMA dos resulta-
dos dos observadores independentes. Os resultados foram com-
parados para qualquer relacdo e correlacgdes a paradmetros
clinicos patolégicos.

O nivel da positividade do Glut 1 em cada nucleo
TMA foi analisado e destinou uma conta de 0 a 4 representan-
te da percentagem aproximada de células de tumor que demons-

tram membrana se sujar (0 = ndo corado; 1 = 0-5 % positivos;
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2 =5 - 15 % positivos; 3 = 15-30 % positivos; 4 => 30 % po-
sitivos). Uma intensidade de coloracdo média foi calculada
para cada nucleo e cada tumor do TMA dos resultados dos ob-
servadores independentes. Os resultados foram comparados pa-
ra qualquer relacdo e correlagdes a pardmetros clinicos pa-
toldgicos.

A percentagem de nucleos positivos Ki67 nas célu-
las de tumor foi calculada usando ampliacdo de 40x de cada
nicleo e tumor, como informado por Santos et al. (13,14) que
€ incorporado aqui pela referéncia. Foi contado um total de
200 células por nucleo e 800 células por tumor e a positivi-
dade percentual foi calculada. A coloracao foi realizada in-
dependentemente por dois observadores. Os resultados foram
comparados para qualquer relagao e correlacdes a pardmetros
clinicos patoldgicos.

F. Anadlise Estatistica.

A expressao de NQOl e P450R foi comparada com os
seguintes parametros clinicos patoldégicos: etapa de tumor,
grau de tumor, hipoxia de tumor (eXpresséo do Glut 1) e pro-
liferagdo. A anadlise estatistica foi empreendida usando o
pacote de software SPSS, versdo 11.0 (SPSS Inc, Chicago, Il-
linois). No estudo de imunoistoquimica, como a expressdo ndo
é normalmente distribuida, os valores de expressdo médios de
cada categoria foram informados comFiguras médios com varia-
¢Oes de interquartil. As diferengas entre varidveis indepen-
dentes foram determinadas pelo teste Mann-Whitney U. Os va-
lores de P menores que 0,05 nas andlises de dupla cauda fo-

ram considerados significantes.
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II. Resultados.

A. Relacdo entre os niveis de proteina NQOl, etapa

e grau do tumor.

A NQOl foi localizada citoplasmaticamente nos epi-
télios de tumores de bexiga de qualquer grau patoldgico e o
estdgio e expressdo de NQOl foi variado entre tumores (Figu-
ra 1, Tabela 1). Em muitos casos um modelo de expressdo he-
terogéneo de NQOl foi observado dentro do mesmo tumor, com
areas da expressao NQOl alta e baixa dentro da mesma amostra
(dados ndo mostrados). NQOl foi expresso em tumores de todos
os éstégios patoldgicos (pTa, pTl, > pT2) embora os niveis
de expressao de NQOl variassem entre varios estagios (Tabela
1). Uma diferenga significante na expressdo NQOl foi obser-
vada entre tumores superficiais (pTa + pTl) e musculo tumo-
res invasivos (> pT2), com a expressdo sendo significativa-
mente inferior nos tumores misculo invasivos (P = 0,02). A
relagao inversa da expressdo NQOl ao tumor potencial invasi-
vo €& também reforcada pela diferenca significante na expres-
sdo observada entre tumores ndo-invasivos (pTa) e invasivos
(pT1 + > pT2) (P = 0,03). Todos os graus patoldgicos do TCC
exprimiram o NQOl (Tabela 1). A expressdo de NQOl foi signi-
ficativamente mais alta nos tumores de grau 2 em comparacao
com o grau 1 ou em comparagdo com O grau 3 (Tabela 1). Ne-
nhuma diferenca significante foi observada entre tumores al-
tamente diferenciados (grau 1) e pobremente diferenciados
{(grau 3) (Tabela 1).

B. Relacdo entre expressdo de proteina P450R e o

estdgio e o0 grau do tumor.
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Todos os tumores exibiram niveis citoplasmatica-
mente detectédveis expressos e localizados de P450R. Em con-
traste com NQOl, a expressdao de P450R foi geralmente unifor-
me dentro dos tumores. Immunostaining representativo é re-
presentado na Figura 1. P450R fol expresso em todas as estéa-
gios do TCC (Tabela 1). Os niveis de P450R foram significa-
tivamente mais altos nos tumores misculo invasivos (2pT2) em
comparagdo com superficial (pTa + pTl) tumores (P <0.01). Em
contraste com NQOl, a expressdao de P450R mostra uma relacdo
?ositiva a etapa de tumor crescente mas ndo se associa com o
potencial invasivo do tumor, como é evidente da falta da di-
ferenca significante observada entre invasivo (pTl + > pT2)
e tumores ndo-invasivos (pTa) (Tabela 1). Todos os graus pa-
toldgicos do TCC exprimiram o P450R (Tabela 1). Uma correla-
cdo positiva foi observada entre niveis P450R e grau de tu-
mor crescente (Tabela 1).

C. Relacgdo entre GIuM e etapa de tumor e grau.

A expressdo da Glut 1 proteina foi heterogénea
tanto dentro de espécimes de tumor individuais como entre
amostras pacientes individuais. Immunostaining representati-
vo e a sua relacdo com etapa de tumor e grau sao apresenta-
dos na Figura 1 e Tabela 1 respectivamente. Glut 1 proteina
foli expressa em todas as estdgios e graus examinados embora

os niveis da Glut 1 fossem significativamente mais altos em>

pT2 tumores (quanto a tumores pTa, P = 0.05) e Grau 3 tumo-
res (tanto quanto a Grau 1 [P = 0.03] como quanto a Grau 2
[P <0.01] tumores). Além disso, as diferencas por meio de

estatistica significantes (P = 0.02) existem entre nao-
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invasivo (pTa) e invasivo (pTl + > pT2) tumores que sugerem
que a doeng¢a invasiva se associe com Glut mais alta 1 ex-
pressao de proteina e nivels conseqgiientemente mais altos da
hipoxia.

D. Relacdo entre Ki67, etapa de tumor, grau de tu-

mor e enzimologia.

Os niveis de expressdo do antigeno Ki67 foram usa-
dos como um indicador do tumor proliferative indice (Tabela
1) . Como esperado, uma correlacdo significante foil observada
entre grau de tumor crescente (reduzindo diferenciacdo) e
indice de proliferagdo (P <0.01). Nenhuma relacido foli obser-
vada entre proliferagcdo de tumor e tumor potencial invasivo
(pTa contra pTl +> pT2). Ao contrario a proliferacdo de tu-
mor fol significativamente mais alta nos tumores misculo in-
vasivos (2pT2) quanto a tumores superficiais (pTa + pTi [P

<0,01]) provavelmente em conseqiiéncia da relacdo entre inva-

sdo de misculo e grau de tumor mais alto. De maneira inte-

ressante, uma relacdo significante foi observada entre o tu-
moxr proliferatiVe indice e amba a A expressdo do Glut 1 (P =
0.01) e expressdao P450R (P <0.0l1), mas ndo expressao de
NQO1.

Os resultados deste estudo demonstram que a ex-
pressao de proteina de enzimas-chave implicadas na ativacao
biorredutora de quinona baseou compostos e a presenca da hi-
poxia como determinado pela Glut 1 niveis de proteina modi-
fica com etapa e grau do TCC da bexiga. A observacao mais
notavel € o fato que a expressdo de proteina NQOl diminui

significativamente com o estdgio do tumor crescente (Tabela
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1) . Quanto ao grau de tumor, hé& também evidéncia que os tu-
mores G3 tém niveis mais baixos de NQOl1l do que G2 (mas ndao
Gl) tumores. Estes achados s&o de acordo com estudos anteri-
ormente publicados onde uma relacgdo inversa entre NQOl mRNA
expressao e a etapa (15) de tumor crescente foi informada.
De mesmo modo para a Glut 1, a expressdo de proteina aumen-
tada com o grau de tumor (P = 0.03 e <0.01 quando Gl e G2
foram comparados com tumores G3 respectivamente) e etapa de
tumor (P = 0.05 quando os tumores pTa sd0 em comparag¢ao com
tumores > pT2) & compativel com relatdrios prévios (16). Em
contraste com relatdérios anteriormente publicados que de-
monstram os niveis mais altos do P450R mRNA em superficial
em comparagdo com TCC musculo invasivo (15), os niveis de
proteina de P450R foram significativamente mais altos em
musculo invasivo (> pT2 em comparagcdo com pTa + pTl) doenca
neste estudo (P <0.0l1). Além disso, a expressdo de proteina
de P450R mostra uma correlacgdo positiva com o grau de tumor
crescente (reduzindo diferenciacdo) (Tabela 1). De maneira
interessahte, a expressdo de P450R também demonstrou uma
correlagdao positiva forte ao indice de proliferacdo (P
<0.01), provavelmente como consequéncia de uma relacdo forte
entre P450R, Ki67 e grau de tumor crescente (reduzindo dife-
renciagao). No entanto, isto deve ser levado em consideracdo
avaliando biorredutora terapia que implica P450R desde que
se mostrou que o alto indice proliferative se relaciona a
profecia pobre no céncer de bexiga (17,18). No sumario, a
andlise da express&o de proteina por imunoistoquimica sugere

que a hipoxia, como demonstrado pela A expressdo do Glut 1,



10

15

20

25

22

se relacione o estagio do tumor crescente, grau e invasdo de
tumor. Com referéncia a enzimologia de tumor, este estudo
sugere que os niveis NQOl significativamente diminuam como
uma fung¢do do estdgio do tumor crescente (e potencial inva-
sivo) enquanto que os niveis P450R aumentam com grau de tu-
mor e potencial invasivo.

Estes achados tém implicacdes significantes de es-
tratégias terapéuticas potenciais usando drogas biorreduto-
ras a base de quinona no tratamento do TCC da bexiga. Ha& e-
vidéncia extensa em modelos pré-clinicos que indicam gque a
resposta de células a MMC, EO9 e RH1 depende ndo sé a niveis
NQO1l mas também ao nivel da hipoxia de tumor. Quanto a MMC,
o papel de NQOl na determinacdo de resposta celular sob con-
di¢cdes aerdbicas é controvertido mas sob condigdes hipdxi-
cas, potentiation significante da atividade é visto sé em
células que tém baixo ou n. NQOl de atividade (19). Em caso
de EO9 e RH1l, os resultados semelhantes foram obtidos sob
condicgdes de hipdxicas com potentiation marcado de atividade
observada sé em células com NQOl baixo (20,21). Sob condi-
cdes aerdbicas contudo, hd uma boa correlacdo entre a ativi-
dade NQOl e chemosensitivity sugestdo que na presenca de o-
xigénio, NQOl desempenhe um papel proeminente na ativagdo de
EO9 e RH1 (22,23). a base mecanicista para explicar esta ob-
servacdo ndo é clara (24) mas sob condicdes hipdxicas, um
elétron redutases, tais como P450R assumem um papel mais in-
fluente no processo de ativacdo biorredutora (25). Baseado
nestes achados, os compostos, tais como EO9 e RH1 visariam a

fracdo aerdbicas de tumores ricos NQOl (e assim ia MMC mas
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até um menor ponto) ou a fracdo hipdxicas de tumores defici-
entes NQO1l que supdem que um elétron redutases, tal como
P450R esteja presente. Em caso de tumores ricos NQOl, por
isso, o uso de compostos, tais como E09 e RH1 como os agen-
tes uUnicos que visam a fragdo aerdbicas seriam apropriados.
Para tumores deficientes NQOl com uma fracdo hipéxicas sig-
nificante, estes reagentes devem estar usados em combinagdo
com a radioterapia ou outros agentes chemotherapeutic que
visam a fragdo aerdbicas. Os resultados deste estudo sugerem
que esta Ultima estratégia possa ser eficaz em caso do TCC
mais promovido da bexiga (isto é, > pT2) ou doenca mais a-
gressiva (isto é. Grau 3 tumores) como estes tipicamente tém
baixo a expressdo de proteina de NQOl (e a possivelmente
maior expressdo de P450R) e contém 4&reas significantes da
hipoxia. Neste contexto especifico, ele tem o interesse em
observar que os resultados encorajadores foram obtidos no
cdncer de musculo invasivo da bexiga usando quimioradiotera-
pia (Mitomicina C mais 5 Fluorouracil em combinagdo com a
radioterapia radical) embora a andlise de NQOl e marcadores
de hipoxia ndo fosse incorporada no desenho deste estudo
(26) . No mais largo contexto, a manifestagdo nisto e outros
estudos que tanto superficial como misculo bexiga invasiva
TCC tém regides significantes da hipoxia sugere dgque estes
tumores sejam candidatos atraentes para avaliar outras dro-
gas biorredutoras ou a hipoxia mediou a terapia.

Finalmente, os resultados deste estudo demonstra-
ram que a expressdo de proteina de enzimas-chave implicadas

na ativagdo biorredutora de gquinona baseou compostos e a
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presenca de modificag¢des de hipoxia como uma fungdo de etapa
de tumor e grau em TCC da bexiga. Estes resultados sugerem
que estes tumores (isto é>. o pT2 e os tumores G3) seria
bons candidatos para regimes de chemo-radioterapia usando
quinonas (p. ex. MMC, EO9 e RH1l) para visar a fracdo hipdxi-
cas em combinacdo com a radiacdo ou outro chemotherapeutics
para visar a fragdo aerdbicas de células. Baseado nestas ba-
ses loégicas, e referindo-se atras aFigura 1, caso um (pT2
G3) demonstra niveis baixo NQOl, alto P450R e alto Glut 1 e
por isso seria um bom candidato para quimioradioterapia u-
sando quinonas. O Caso B (pTa Gl) tem alto NQOl, baixo P450R .
e a Glut moderada 1 e como tal devem responder bem & quimio-
terapia baseada de quinona. O Caso C (pTi G2) que tem NQO1
moderado, P450R moderado e Glut moderada 1 também seria pre-
dito para responder bem‘é quimibterapia baseada de quinona.
Copiador de tumores de pacientes individuais destes marcado-
res permanece importante, particularmente em vista da hete-
rogeneidade interpaciente marcada (particularmente com NQO1)
que existe.

Como usado neste lugar, quando usar niveis de en-
zima para determinar um tratamento apropriado de um pacien-
te, “alto” contra niveis “baixos” da enzima pode ser apurado
comparando os niveis da enzima do interesse do tumor rele-
vante a outros tumores do mesmo paciente, a tumores de outro
paciente e/ou a linhas de célula de tumor padrdo ou outra
referéncia disponivel aponta conhecido aqueles com habilida-
de normal na técnica. Assim, os niveis “altos” e “baixos”

podem ser determinados por um médico de trato ou outro labo-
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ratdério, pesquisa ou pessoal de tratamento implicado no me-
dir e/ou quantitating os niveis de enzima de tumor de um de-
terminado paciente.

EXEMPLO 2.

I. Materiais e Métodos.

A. Aparelhagem e principio geral do ensaio.

Como mostrado na Figura 2, o aparelho usado no ex-
perimento descrito compreendeu uma insergdo trans pocgos (Co-
adjuvante) introduzido em um pogco de uma placa de cultura de
24 pogos. A insergdo tinha um coldgeno cobriu a membrana na
sua base e assim formou ambos uma barreira entre o topo e
camara de fundo bem como uma superficie aproximadamente na
qual as células puderam se fixar e crescer. A linha de célu-
la usada neste estudo foi células humanas de adenocarcinoma
de cdbélon DLD-1 que foram.selecionadas por causa da sua capa-
cidade de formar ligag¢des estreitas entre células que por
meio disso formam 'uma barreira' continua através da qual a
droga deve atravessar. Para avaliar a penetragdo da droga,
as drogas foram acrescentadas & cémara superior e a concen-
tracdo da droga na camara de fundo foi determinada durante
diversos intervalos de tempo.

B. Condig¢des de cultura de célula.

As células de DLD-1 eram rotineiramente mantidas
no meio de 1640 RPMI complementado com o soro fetal de be-
zerro a 10 %, piruvato de sédio (1 mM), L-glutamina (2 mM),
penicilina/estreptomicina (50 UI/ml, 50 pg/ml) e armazenaram
em tampdo com o HEPES (25 mM).

As células de DLD-1 (2,5 x 10° em 200 pl do meio)
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foram acrescentadas a cédmara superior e permitidas assentar
e se anexarem a membrana durante aproximadamente 3 horas em
37 °C em atmosfera enriquecida (a 5 %) de CO,. Uma vez as
células fixadas, o trans po¢o foi inserido em um poco de uma
placa de 24 pogos e 600 pl do meio foram acrescentados a céa-
mara de fundo. O aparelho entdo foi incubado a 37 °C durante
4 dias com trocas de meios didrias de ambas as cdmaras supe-
rior e inferior. Baseado em estudos prévios, a espessura da
camada de multiplas células depois de 4 dias da cultura é
aproximadamente 50 um. Para cada ensaio, 3 trans pocos foram
retirados para exame histoldégico e a determinacdo exata de
espessura e da integridade (veja abaixo para detalhes).

C. Preparagdo de solugdes de droga.

As seguintes solugdes foram preparadas como des-
crito abaixo e resumidas na Figura 3.

1. Solucgdo 1: E0O9 (347 puM) em 0,1 % de DMSO

EO9 sélido foi dissolvido em DMSO de 100 % para
fazer uma solucdo de estoque de 347 mm 10 ml da solucao de
estoque foram acrescentados em 10 ml do meio RPMI completo
(fenol vermelho livre). Para prevenir uma precipitacdo pos-
sivel de EO9, a adicdo da solugdo de estoque E0O9 no meio foi
com agitacdo continua. A concentracdo final de EQ09 foi 347
EM que é equivalente a 4 mg/40 ml.

2. Solucgédo 2: EO9 (347 pM) em 10 % de PG.

Duzentos miligramas do bicarbonato de sdédio (NaH-
CO3) foram dissolvidos em 4 ml da solucdo de EDTA (0,5
mg/mL, que foi preparado fresco da solucdo de estoque de 0,5

ml, Sigma). A solucdo entdo foi mista com 6 ml PG solucdo (2
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ml PG + 4 ml H;O) criagdo de um volume final de 10 ml que
contém 20 % de PG. Esta solucdo foi acrescentada em 20 tubo
universal ml que contém EO9 (2 mg), bicarbonato de sdédio (5
mg) e manitol (12.5 mg). A solugdo foi incubada em 37°C com
a sacudidela continua até que o E09 fosse completamente dis-
solvido (aproximadamente 5-6 horas). Entdo, a solucdo foi
diluida 1:1 com a agua para produzir 10 % de PG, solucdo.

3. Solugdo 3: E09 (347 uM) em 20 % de PG.

Duzentos miligramas do bicarbonato de sédio (NaH-
COs) foram dissolvidos em 4 ml da solug¢do EDTA (0.5 mg/mL,
que foi preparado fresco da solugdo de estoque de 0.5 m,
Sigma). A solugdo entdo foi mista com 6 ml PG solucdo (4 ml
PG + 2 ml H;0) criagcdo de um volume final de 10 ml que con-
tém PG de 40 %. Esta solucdo foi acrescentada em 20 tubo u-
niversal ml que contém EO9 (2 mg), bicarbdnato de sdédio (5
mg) e manitol (12,5 mg). A solucdo foi incubada em 37°C com
a sacudidela continua até que o E0O9 fosse completamente dis-

solvido (aproximadamente 3-4 horas). Entdo, a solucgdo foi

X

diluida a 1:1 com agua para produzir 20 % de PG, solucdo.

4. Solugdo 4: EO9 (347 uM) em PG de 30 %.

Duzentos miligramas do bicarbonato de sdédio (NaH-
COa) foram dissolvidos em 4 ml da solucdo EDTA (0,5 mg/mL,
que foi preparado fresco da solugdo de estoque de 0,5 m,
Sigma). A solucdo entdo foi mista com 6 ml PG (6 ml PG + 0
ml hbO) criagdo de um volume final de 10 ml que contém PG de
60 %. Esta solucgdo foi acrescentada em 20 tubo universal ml
que contém EO9 (2 mg), bicarbonato de sédio (5 mg) e manitol

(12,5 mg). A solucdo foi incubada em 37 °C com a sacudidela
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continua até que o EO9 fosse completamente dissolvido (apro-
ximadamente 2 horas). Entdo, a solucdo foi diluida 1:1 com a
dgua para produzir PG de 30 %, solucgéao.

D. Administracdo de droga.

Em- todas as partes de todos os procedimentos, do
meio usados foram como descritos em cima exceto que do meio
gratuitos vermelhos phenol foram usados (o fenol vermelho
elui muito perto do EO9 nos cromatogramas). EO09 foi acres-
centado a camara superior em t=0 em um volume de 100 upl e a
camara de fundo conteve 600 pl de meios (constantemente agi-
tado). Depois de uma incubacdo de 10 minutos em 37 0C, o)
transpogo foi retirado e colocado em um novo pocgo da placa
de 24 pocgos que contém 600 pl de meios frescos. A solucdo de
droga na camara superior foi retirada e substituida com 100
ul da éolugéo'de droga fresca (isto é, a concentracdo na céa-
mara superior foi mantida em uma concentracdo constante).
Este procedimento inteiro foi repetido em intervalos de 10
minutos durante um periodo de tempo total de 1 hora.

E. Procedimentos de extracdio.

O EOY9 foli imediatamente extraido usando cartuchos
lsolute C1l8 SPE. Os cartuchos foram preparados com 1 ml de
metanol seguido lavando-se em 1 ml &gua deionizada antes da
adigdo de mostra (500 pl). Depois de uma nova lavagem em 1
ml a&gua deionizada, o E0O9 foi eluido em 300 upul de metanol.
As amostras foram secas sob vacuo (na temperatura ambiente
em evaporador rotativo) e guardadas em -20 °C até necesséaria
para analise ou reconstituidas na fase mével (veja abaixo)

para analise imediata.
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F. Andlise de HPLC.

A analise cromatografica de EO9 foi executada como
descrito por Phillips et al. (British Journal of Cancer.
65(3) :359-64, 1992) que é incorporado aqui pela referéncia.
Resumidamente, uma coluna RPB Hichrom (25 cm x 4,6 mm DI,
Hichrom Ltd, Reino Unido) foi usada para a separacdo. Foi
usado um fotodiodo detector da Waters 996 (A1 = 280nm) com o
software Masslynx 3.4 (Micromass Ltd) para a andlise espec-
tral dos picos de interesse. A fase mbével compds-se de 1M
tampdo de fosfato (1 %), metanol (42 %) e &gua de grau HPLC
(57 %). A taxa de fluxo foi.estabeleéida em 1,2 min.ml™! u-
tilizacdo de um Waters Alliance 2690 (Milford, MA, USA) um
sistema de cromatografia por bombeamento quaternario, que
também incorpora uma auto-amostragem. O limite de deteccao
foi 10 ng/ml (34.7 nM).

G. Histologia.

Para cada experimento, 3 insercdes de transpogo
foram coletadas; 1 controle e 2 no fim do experimento. Cada
transpogo foi fixado em formalina a 10 % durante uma hora
antes de transferéncia para o etanol a 70 % e armazenamento
durante a noite. Usando um bisturi limpo, as membranas foram
cuidadosamente separadas da insercdo plastica e processadas
para a insercdo na cera de parafina usando procedimentos pa-
dr&o conhecidos aqueles com habilidade normal na técniéa. Os
espécimes foram seccionados (durn) pela utilizacdo de um mi-
crotom rotativo Leitz, montado sobre laminas de vidro reco-
bertas deproteinas e a utilizagdo de coloracdo por hemotoxi-

lina e eosina também usando procedimentos padrdo conhecidos
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aqueles com habilidade normal na técnica. A espessura da ca-
mada de multiplas células foli medida usando uma gradicula
ocular que foil calibrada usando um micrdmetro de estdagios.

Cinco medigdes foram obtidas para cada secdo e foram medidas

-3 segdes por amostra.

II. Resultados.

A. Cromatogramas representativos.

A Figura 4 mostra um cromatograma de uma amostra
em branco semeada com o padrdo interno WV14 (tempo de reten-
¢ao = 11,059 minutos). O pico em 6,870 minutos é um pico de
contaminag¢do. A Figura 5 mostra padrdes EO09 (1 pg/ml (Figura
5A) e 20ng/ml (Figura 5B)) no meio de cultura de 1640 RPMI.
Como mostrado na Figura 5A, o EO9 e picos de WV14 elute em
8.029 minutos e 13.023 minutos respectivamente (o pico em
7.292 minutos estd o picb de contaminacdo descrito em cima).
Deve observar-se que os tempos de retencdo podem mover-se
devido a flutuag¢des de temperatura para um laboratdério mas
que os tempos de retengdo relativos devem permanecer cons-
tantes. Figura 5B indica o limite da detecgdo. A Figura 6

mostra cromatogramas de padrdes EO9 em 0,1 % de DMSO (Figura

N

6A); PG de 30 % (Figura 6B); 20 % de PG (Figura 6C); e 10 %
de PG (Figura 60).

B. Curvas de calibracéao.

As curvas de calibragao foram construidas para ca-
da preparacdao EO9 e os resultados sdo apresentados na Figura
7. As curvas de calibragdo foram diferencas reprodutiveis e
sutis na inclinacdo de cada curva de calibracdo que foram

observados como ilustrado na Figura 7. As razdes das dife-
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rengas sdo pouco nitidas, mas podem refletir diferencas le-
ves na eficiéncia de extragdo entre as preparacdes diferen-

tes. As eficiéncias de extracdo de EO9 em 0,1 % de DMSO, 10

X

% de PG, 20 % de PG e PG de 30 % foram 92,3 %, 81,7 %, 79,9
% e 81,1 % respectivamente. Por causa desta variacdo, as
curvas de calibracdo foram geradas para cada experimento
conduzido. Nenhum produto de esgotamento &ébvio foi visivel
em nenhum dos cromatogramas.

C. Penetracdo da Droga.

Como pode ser visto na Figura 8, como a concentra-
¢ao de aumentos .de PG, a taxa de penetracdo de camada de
miltiplas células de reducgdes de EO09. Quanto a EO09 em 0,1 %
de DMSO, avcinética é linear que é como esperado gquando a
concentragdo na camara superior é mantida em um valor mais
ou menos constanté. Nas duas concentracdes mais altas de PG
testado, ele vale a pena observar que a cinética é ndo exa-
tamente linear - hd um aumento prpgressivo na taxa como au-
mentos de tempo. Este efeito provavelmente reflete as modi-
ficagdes na espessura da camada de multiplas células induzi-
da por PG (ver Figura 9). Nenhum metabdélito ébvio ou os pro-
dutos de esgotamento foram observados em nenhum dos pontos
de tempo avaliados.

A Figura 9 mostra que os resultados da analise
histolégica empreendida para examinar a penetracdo de EO9
através de camadas de miltiplas células DLD-1. A espessura
de segles tratadas de ndo-droga foi 56,01 * 3,63 pM. Depois
de uma hora do tratamento com E09 em 0,1 % de DMSO, a espes-

sura da camada de multiplas células ndo foi significativa-
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mente diferente de espécimes tratados de ndao-droga (58,80 +
2,50 pM). Seguinte tratamento com E0O9 em PG de 30 % contudo,
a espessura da camada de multiplas células reduziu signifi-
cativamente a 29,01 * 1,78 pM. L& também foram marcados por
modificagdes morfoldgicas na aparéncia dentro da camada, o
mais o6bvio do qual foi a aparéncia 'de intervalos' ou 'ca-
nais' na prépria camada. Uma observacdo feita em todas as
partes de experimentos usando EO9 em PG consistiu em que a

camara superior conteve mais fluido do que esperado. Por e-

xemplo, depois de uma 10 incubacdo de minuto com EO9 em PG

o

em 30 %, 20 e 10 %, o volume recuperou-se da cédmara supe-
rior foi 106 * 3, 107 = 3 e 105 + 2 pl respectivamente (de-
pois que uma exposigdo de hora a E09 em 0,1 % de DMSO, o vo-
lume recuperado foi 98 + 2 pl). Deve realcar-se que estes
volumes sdo sé aproximagdes (sendo baseado no que pode ser
recuperado usando uma pipeta de Gilson) mas eles realmente
indicam que o volume de meios na cémara superior se modifica
quando EO9 dissolvido em formulagdes PG (especialmente em PG
de 30 %) estd usado. E também notavel que os quadros histo-
logical mostram que as células estdo no contato DTDdo com a
membrana de cave em controles e E0O9 (0,1 % de DMSO) tratou
espécimes mas para camadas imulticell tratou com EO9 em PG
30%, ha& uma fenda pequena mas distinta entre a camada de
maultiplas células e a prdépria membrana.
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A expreéséo de proteina NQOl, P450R, FARTA 1 e

KI67 em TCC humano da bexiga.

Os dados de NQOl, P450R e GLUT 1 sdo apresentados
como a conta mediana (+ variac¢do interquaartil) de dois ob-
servadores. Os dados do indice de proliferacdo sdo apresen-
tados como avaliacdo média *SE de dois observadores. Os es-
pécimes foram taxados entre 0 e 4 para NQOl, P450R e GLUT 1
e o indice de proliferacdo foi calculado como positividade %

de Ki67 tal como descrito em. “Materiais e Métodos”.
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Nam de Expressao Expresséo Expressdo Prolife-
amostras média NQO1 média média ragdo %
(+ inter P450R (+ GLUT-1 (+ (Ki67 posi-
quartil) inter inter tivo) (+SE)
quartil) quartil)
pTa 19 2,50 3,20 2,00 16,75+2,8
(1,14- (2,58- (1,30-
3,20) 3,83) 3,80)
pT, 19 1,88(0,33- 2,96(2,33- 3,38(2,75- 13,88%2,2
3,00) 3,67) 3,88)
pT, 14 0,17(0,00- 3,89¢(3,75- 3,88(2,67- 24,59+4,43
1,67) 3,92) 4,00)
Gl 11 1,00(0,00- 2,79(2,17- 2,38(2,00- 9,72+2,64
1,10) 2,92) 3,25)
G2 26 2,72(1,83- 3,35(2,75- 2,83(1,75- 14,59+1,72"
3,20) 3,83)v 3,75)
G3 15 0,33(0,00- 3,83(3,31- 4,00(3,63~ 30,473,771
1,85) 3,92) 4,00)
Ndo in- 19 2,50(1,14- 3,20(2,58- 2,00(1,31- 17,51+2,83
vasivo? 3,20) 3,83) 3,67)
Invasivo® 33 1,67(0,00- 3,67(2,92- 3,50(2,71i- 19,41+2,86
2,52) 3,89) 4,00)
superfi- 38 2,00¢(1,08- 3,10(2,33- 2,83(1,83- 15,69+1,79
cial® 3,17) 3,78) 3,83)
Misculo 14 0,17(0,00- 3,89(3,75- 3,88(2,67- 24,59+4,43
invasivo® 1,67) 3,92) 4,00)

morais pTa;

Os indices a, b,

(pT1l +pT2);

(pTa + pT1)

c e d significam os estagios tu-

e pT2 respectivamente.
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REIVINDICACOES

1. Prepéragéo farmacéutica, CARACTERIZADA pelo fa-
to de que compreendendo a E0O9 em uma solucdo com uma concen-
tracdo de propileno glicol (PG) selecionada do grupo consis-
tindo de aproximadamente 30 % vol/vol de PG, aproximadamente
20 % vol/vol de PG, e aproximadamente 10 % vol/vol de PG.

2. Preparagao farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
¢do compreende uma solugdo com uma concentracdo de aproxima-
damente 300 pM a aproximadamente 400 uM de EO09.

3. Preparacao farmacéﬁtica, de acordo com a rei-
vindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
¢ao compreende uma solugdo com uma concentracdo de aproxima-
damente 347 uM de EO9.

4. Preparacdao farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagcdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
gcdo compreende também NaHCO;, EDTA, manitol e agua.

5. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagcdo 4, CARACTERIZADA pelo fato de gque a dita prepara—
¢ao compreende de aproximadamente 10 mg/mL a aproximadamente
120 mg/mL de NaHCOOsj3,

6. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicac¢cdo 5, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
cao compreende aproximadamente 100 mg/ml de NaHCOs.

7. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicac¢cao 5, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
¢ao compreende aproximadamente 50 mg/mL de NaHCO;.

8. Preparacg¢ao farmacéutica, de acordo com a rei-
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vindicagdo 4, CARACTERIZADA, pelo fato de que a dita prepa-
ragcdo compreende de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximada-
mente 3,0 mg/mL de manitol.

9. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacgdo 8, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
¢ao compreende aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol.

10. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagcdo 8, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
¢do compreende aproximadamente 1,25 mg/mL de manitol.

11. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepara-
¢ado compreende aproximadamente 100 mg/mL de NaHCO;, aproxi-
madamente 0,625 mg/mL de manitol, e aproximadamente 0,1
mg/mL de EO9 em uma soluc&o compreendendo EDTA, PG e &agua.

12. Preparacdo farmacéutica, CARACTERIZADA pelo:
fato de que compreendendo E09, NaHCO3; e manitol em uma solu-
¢ao compreendendo PG, EDTA e agua em que o dito PG estd pre-
sente na dita solugdo em um faixa de variacdo percentual se-
lecionada do grupo consistindo de aproximadamente 6 % a a-
proximadamente 14 % vol/vol; de aproximadamente 16 % a apro-

ximadamente 24 % vol/vol, e de aproximadamente 26 % a apro-

\O

ximadamente 34 % vol/vol.

13. Preparagao farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagdo 12, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito PG estéa
presente na dita solugdo em um percentual selecionado do
grupo consistindo de aproximadamente 10 % vol/vol, de apro-

ximadamente 20 % vol/vol, e de aproximadamente 30 % vol/vol.

14. Preparacao farmacéutica, de acordo com a rei--



ragdo compreende uma solugdo com uma concentracdo de aproxi-
madamente 347 pM de EO9 e uma concentracdo de aproximadamen-
te 10 % vol/vol de PG.

15. Prepara¢do farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagdo 12, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragao compreende uma solu¢do com uma concentracdo de aproxi-
madamente 347 pM de EO9 e uma concentracdo de aproximadamen-
te 20 $ vol/vol de PG.

'16. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacao 12, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
racdao compreende uma solug¢dao com uma concentracdo de aproxi-
madamente 347 pM de EOS e uma concentracdo de aproximadamen-—
te 30 % vol/vol de PG.

17. Preparacdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacdo 12, CARACTERIZADA pelovfato de que a dita prepa-
racdo compreende de aproximadamente 10 mg/mL a aproximada-
mente 120 mg/ml de NaHCOs.

18. Preparacgdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacgcdo 17, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragdo compreende aproximadamente 100 mg/mL de NaHCO;.

19. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagao 17, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragdo compreende aproximadamente 50 mg/mL de NaHCOs;.

20. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacdo 12, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
racdo compreende de aproximadamente 0,5 mg/mL a aproximada-
mente 3,0 mg/mL de manitol.

21. Preparagdo farmacéutica, de acordo com a rei-
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vindicagdo 20, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragdo compreende aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol.

22. Preparacédo farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicagcdo 20, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragdo compreende aproximadamente 1,25 mg/mL de manitol.

23. Preparacdao farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicag¢do 12, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragdo compreende uma solugdo com uma concentracdo de aproxi-
madamente 347 pM de EO9, uma concentracdo de aproximadamente
10 $ vol/vol de PG, aproximadamente 100,25 mg/mL de NaHCO;3 e
aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol.

24. Preparacao farmacéutica, de acordo com a rei-
vindicacédo 12, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita prepa-
ragdo compreende uma solug¢do com uma concentracgdo de aproxi-
madamente 347 uM de EO9, uma concentracdo de aproximadamente
30 % vol/vol de PG, aproximadamente 100,25 mg/mL de NaHCO; e

aproximadamente 0,625 mg/mL de manitol.
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RESUMO

“TRATAMENTO DO CANCER DE BEXIGA UTILIZANDO EO9 E
PROPILENO GLICOL”

Sdo divulgados aqui varios tratamentos para o céan-
cer da bexiga e os métodos. A presente divulgacgdo pode tirar
vantagem de concentragdes de propileno glicol e/ou
NAD(P)H:quinona oxirredutase-1 (NQOl), citocromo P450 oxir-
redutase (P450R) e o transportador 1 de glicose (Glut 1) e
da expressdo de proteinas na célula transicional humana do
carcinoma de bexiga para oferecer tratamentos de céncer de

bexiga individualmente direcionados.
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