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(57) Resumo: COMPOSICAO FARMACEUTICA E USO DE COMPOSICAO FARMACEUTICA PARA O TRATAMENTO,
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para:
“COMPOSIGAO FARMACEUTICA E USO DE COMPOSICAO FARMACEUTICA
PARA O TRATAMENTO, PROFILAXIA OU PREVENGAO DE DOENGAS
NEOPLASICAS EM HUMANOS E ANIMAIS”.

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdc refere-se a fenolatos metdlicos
polifuncionais, suas aplicacgdes biocldgicas como
citoprotetores e /ou adjuvantes potencializadores de
antitumorais comerciais, como adjuvantes protetores e
estimulantes da medula &ssea e como agentes preventivos de
surgimento  de tumores. Estes compostos apresentam
propriedades antimetastdticas e antimutagénicas gquando
assoclados a quimioterapicos cherciais, diminuindo a
toxicidade dos mesmos.

Especificamente, a presente invengdc refere-se a
composigdes farmacéuticas que compreendem fenolatos
metalicos polifunciocnais gue apresentam aplicacdes
bioldégicas como adjuvantes antitumorais, citoprotetores,
agentes antimetastaticos e agentes antimutagénicos guando
associados a quimioterépicos.

A presente invengao refere-se ainda ao uso fenolatos
metalicos polifuncionais na preparacdo de medicamentos para

o tratamento, profilaxia ou prevengao de doencgas
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neoplasicas em humanos e animais.

FUNDAMENTOS DA INVENGCAQ

O cancer ou neoplasia maligna, € uma doencga
caracterizada por uma populacdo de células gque cresce e se
divide dlimitadamente, invadindo e destroindc varios
tecidos em um processo chamado metastase. O céancer &
geralmente classificado de acordoc com o tecido de qual as
células cancerigenas se originaram, assim como. o tipo
normal de célula com gue mais se parecem.

Quase todos os cdanceres sdo causados por anomalias
genéticas. BEstas anomalias podem ser causadas agentes
carcinogénicos (ex. como o tabagismo, radiacdo, substancias
quimicas ou agentes infecciosos)ou podem ser herdadas, e
conseqgientemente estdo presentes em todas as células desde
© nascimento. As anomalias genéticas encontradas no cancer
afetam tipicamente duas classes gerais de genes. Os genes
promotores de cancer, oncogenes, estdo geralmente ativados
nas células cancerigenas, fornecendo a estas células novas
propriedades, como o crescimento e divisdo hiperativa,
protegdao contra morte celular programada, perda do respeito
aos limites teciduais normais e a habilidade de se tornarem
estéavels em diversos tecidos. Além disso, 0s genes
supressores de tumor estdo geralmente inativados nas

células cancerigenas, resultando na perda das fungdes
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normais destas células, como uma replicacdo de DNA acurada,
controle sobre o ciclo celular, orientacdo e adesdc nos
tecidos e interagcdo com as células protetoras do sistema
imune.

Uma vez diagnosticado, o cancer geralmente é tratado
com uma combinacéo de cirurgia, quimioterapia e
radioterapia.

A _maioria das drogas utilizadas na guimioterapia
antineoplésica interfere de algum modo no ciclo celular e,
portanto sdo usualmente classificadas conforme a sua
atuacgéo sobre o ciclo celular: a) quimio ciclo-
inespecificas - atuam nas células que estdo ou ndo no ciclo
prolifefativo, como, por exemplo, a mostarda nitrogenada;
b) ciclo-especificas - atuam somente -nas células que se
encontram em proliferacdo, como € o caso da ciclofosfamida;
e, c) fase-especificas - atuam em determinadas fases do
ciclo celular, como, por exemplo, o metotrexato (fase 8),
placitaxel (fase M), o etoposideo (fase G2) e a vincristina
(fase M) .

A quimioterapia pode ser feita com a aplicacdo de um
ou mais qguimioterdpicos. O wuso de drogas isoladas
(monoquimioterapia) mostrou-se ineficaz em induzir
respostas completas ou parciais significativas, na maioria

dos tumores, sendo atualmente de uso muito restrito. A
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poliquimioterapia é de eficdcia comprovada e tem como
objetivos atingir popula¢des celulares em diferentes fases
do ciclo celular, utilizar a agdo sinérgica das drogas,
diminuir o desenvolvimento de resisténcia as drogas e
promover maior respoéta por dose administrada.

As drogas utilizadas na gquimioterapia antineoplésica
afetam tanto as células normais como as neoplasicas. Por
este motivo, a grande maioria dos tratamentos com os
quimioterdpicos convencionais em mono ou poliquimioterapia
esta associada a uma variedade de efeitos colaterais
indesejaveis destes compostos, tais COmo anemias,
imunossupressdo severa, alopecia, hepatotoxicidade, danos
gastrointestinais moderados e neuropatia periférica.

A maioria das substdncias utilizadas no tratamento do
cancer € capaz de lesar o DNA, provocando a morte das
células tumorais. Além de atingirem as células-alvo, estas
substancias também podem ser absorvidas por células
normais, podendo provocar a ocorréncia de mutaces e de
efeitos genotéxicos, levando ao aparecimento de tumores
secundarios. Assim, ao avaliar o potencial clastogénico das
substéncias quimicas utilizadas na quimioterapia, procura-
se aplicar protocolos de tratamento e/ou outras drogas que
possam minimizar os efeitos dos agentes utilizados.

Drogas antineoplasicas como a ciclofosfamida,
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paclitaxel e etoposideo, sido usadas na terapia antitumoral,
mas possuem grande capacidade de causar mutagenicidade em
células da medula odssea, bem como danos no DNA, de
pacientes que fazem uso deste medicameﬁto de forma
individual ou em associacdo (Mazu et al., Mutat. Res.,
309(2): pp.219-213, 1994; Shukia, Y. Human .and exp.
Toxicol., 23(5):245-250, 2004; Branhan, M. T. Mutat. Res.,
560(1):11-17, 2004; Huang, R.ACA Cancer J. Clin., 59:42-55,
2009) . Assim, a diminuigdo da agdo mutagénica de
antitumorais como o paclitaxel, ciclofosfamida e etoposideo
€ exercida pela associacdo de algumas drogas tais como
dexrazoxane, amifostine e mesna.

No entanto, estas drogas co-adjuvantes apresentam
importantes desvantagens. A dexrazoxane diminui a acao
téxica do etoposideo, porém apresenta efeitos colaterais
significativos e indices de dano celular superiores a 45%
[Attia et al. Cancer Chem. Pharmacol., 2009 (Epub ahead of
print)]. A amifostine apresenta diminuicdo da toxicidade
quando -em associagdc com a cisplatina ou com paclitaxel
(Marcu LG. Eur. J. Cancer Care (BEngl), 18(2):116-123,
2009), porém apresenta 50 a 60% de danos celulares. O
mesna, em associagcao com o paclitaxel, apresenta agéo
antimutagénica moderada e a presenca de efeitos colaterais

indesejaveis (Souza et al., Rev. Bras. Hemat. Hemot.,
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22(2):123-128, 2000; Chen et al., Cancer Gen. Ther.,
14(12):935-944, 2007; vVvilar et al., Braz. J. Biol.,
68(1):141-147, 2008).

Em wvista do exposto, é desejavel que se desenvolvam
componentes adjuvantes para diminuir os efeitos colaterais
e aumentar a toxicidade para as:células tumecrais de agentes
guimioterépicos.

Sais meté;icos do composto 1l,5-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona, tais como 4-[5-(4-
hidroxi-3-metoxi-fenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-
metoxifenolato de sdédio (fenolato metalico), foram obtidos
pof J. Quincoces e colaboradores (documentos de patente
PI0602640-0 e PCT/BR2007/000175), e mostraram atividade
antiproliferativa significativa em linhagens de células
tumorais. Além disso, estes compostos foram também capazes
de inibir a formacdo de metidstases (Faido-Flores et al.,
Applied Cancer Res., 28(2):72-79, 2008). Porém, até ao
presente momento ndo foi descritos na literatura que estes
compostos  apresentam agdo adjuvante potencializadora,
antimetastatica, citoprotetora e antimutagénica quando
associados a outras drogas antitumorais.

OBJETIVOS DA INVENCAO

A presente invengdo tem por objetivo o wuso de

fenolatos metdlicos polifuncionais como adjuvantes em
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associacdo com drogas antitumorais de forma a potencializar
os seus efeitos antitumorais além de prevenir efeitos
colaterais sobre a medula 6ssea e o] sistema
imunochematoldgico.

Constituil um outro objetivo da presente invencdo o uso
de fenolatos metdlicos polifuncionais em associacgdo com
drogas antitumorais para a prevencdo do surgimento de
tumores e inibigdo da migragdo das células tumorais para
outros tecidos e Orgdos (metastases).

Constitui outro objetivo da presente invencdo o uso de
fenolatos metélicos polifunciocnais em associacdo com drogas
antitumorais como agentes antimutagénicos de medicamentos
antineoplésicos cdnvencionais gue causam mutagénese.

Mais especificamente constituem objetivos da presente
invengdo prover composigdes farmacéuticas que compreendem
fenolatos metéalicos polifuncionais.em associagdo com uma ou
mais drogas antitumorais, e um ou mais dentre um veiculo,
excipiente, diluente ou solvente fisiologicamente
aceitaveis.

Constitui ainda um outro objetivo da presente invencdo
o wuso de fenoclatos metdlicos polifuncionais para a
preparagdo de medicamentos para o tratamento, profilaxia ou
prevencdo de doengas neoplasicas em humanos e animais.

DEFINICOES
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Para facilitar a leitura do documento, no ambito deste
pedido de patente é utilizada por diversas a abreviatura
DM-1. Esta abreviatura refere-se ao composto 4-[5-(4-
hidroxi-3-metoxi-fenil)-3-oxo-penta-1,4-dienil]-2-metoxi-
fenclato de sédio.

DESCRICAO DAS FIGURAS

As figuras a seguir fazem parte do presente #elatério
e foram incluidas a fim de ilustrar determinados §specfos
da invengado. O objeto da presente invengido pode ser mais
bem entendido com referéncia a uma ou mais dessaS;ﬁiguras,
em combinagdo com a descricdo detalhada da modalidade
preferida agqui apresentada.

A Figura 1 mostra a variacdo da Area tumoral de
adenocarcinoma mamario em camundongos tratados com
paclitaxel, etoposideo, placitaxel em associacdo com DMl e
etoposideo em associagdo com DM1 gquando comparados ao grupo
controle (sem tratamento).

A Figura 2 mostra a taxa de sobrevida dos grupos de
camundongoé portadores de adenocarcinoma mamdrio tratados
com paclitaxel, etoposideo, placitaxel em associacdo com
DM1 e etoposideoc em associagdo com DM1 quando comparados ao
grupo controle (sem tratamento).

A Figura 3 mostra o nUumero de metaistases renais e

esplénicas nos grupos de camundongos portadores de



10

15

20

adenocarcinoma mamdrio tratados com paclitaxel, etoposideo,
placitaxel em associagdo com DMl e etoposideo em associacdo
com DML guando comparados ao grupo controle (sem
tratamento) .

A Figura 4 mostra a variagd3o do volume esplénico em
camundongos portadores de adehocarcinoma mamdrio tratados
paclitaxel, etoposideo, placitaxel em associacdoc com DML e
etoposideo em associagdo com DMl quando comparados -ao grupo
controle (sem tratamento).

A Figura 5 mostra a variacdo da 4&rea tumoral de
melanoma B16F1l0 em camundongos tratados com o composto DM-1
(pré tratados e pré e pds tratados com DM-1) quando
comparados ao grupec controle (sem tratamento).

A Figura 6 mostra a variacdo da A&rea tumoral de
melanoma B16F10 em camundongos tratados com paclitaxel e
com placitaxel em associagdo com DMl quando comparados ao
grupo controle (sem tratamento).

A Figura 7 mostra a taxa de sobrevida dos grupos de
camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com o
composto DM-1 (pré tratados e pré e pds tratados com DM-1)
quando comparados ao grupo controle (sem tratamento).

A Figura 8 mostra a taxa de sobrevida dos grupos de
camundongos portadores de melanoma B16F10 tratados com

paclitaxel e com placitaxel em associagdo com DM1 quando
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comparados ao grupo controle (sem tratamento).

A Figura 9 mostra a distribuicdo e localizacdo das
metastases em 6rgdos internos em camundongos portadores de
melanoma Bl6Fl0 com o composto DM-1 (pré tratados e pré e
pés tratados com DM-1) quando comparados ao grupo controle
(sem tratamento).

A Figura 10 mostra a distribuicido e localizacdo das
metastases em o6rgdos internos em camundongos portadores de
melanoma B16F10 tratados com paclitaxel e com placitaxel em

assoclagdo com DMl guando comparados ao grupo controle (sem

tratamento).

A Figura 11 mostra a avaliagcdo do numero total
eritrdécitos dos animais normais e com tumor melanoma B16F10
dos grupos de animais pré tratados com o composto DM-1 e
pré e pds tratados com DM-1 nos dias 6° e 14° anteriores ao
implante (1A e 2A) e no 2° 6° e 10° dias apés o inicio do
tratamento (1B, 2B e 3B) comparados ao grupo controle.

A Figura 12 mostra a avaliacdo do nlmero total
eritrécitos dos animais normais e com tumor melanoma B16F10
dos grupos de animais pré tratados com paclitaxel e com
placitaxel em associagdo com DMl no 2° 6° e 10° dias apds o
inicio do tratamento (1B, 2B e 3B) comparados ao grupo
controle.

A Figura 13 mostra a avaliacdo do numerc total
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leucdcitos dos animais normais e com tumor melanoma B1l6F10
dos grupos de animais pré tratados com o composto DM-1 e
pré e pds tratados com DM-1 nos dias 6° e 14° anteriores ao
implante (1A e 2A) e no 2° 6° e 10° dias apés o inicio do
tratamento (1B, 2B e 3B) comparados ao grupo controle,

A Figura 14 mostra a avaliacdo do numero total
leucdcitos dos animais normais e com tumor melanoma B16F10
dos grupos de animais pré tratados com paclitaxel e com
placitaxel em associagdo com DM1 no 2°, 6° e 10° dias apébs o
inicio do tratamento (1B, 2B e 3B) comparados ao grupo
controle.

A Figura 15 mostra a avaliagd3o do numero total
plaquetas dos animais normais e com tumor melanoma B16F10
dos grupos de animais pré tratados com o composto DM-1 e
pré e pds tratados com DM-1 nos dias 6° e 14° anteriores ao
implante (1A e 2A) e no 2°, 6° e 10° dias apds o inicio do
tratamento (1B, 2B e 3B) comparados ao grupo controle.

A Figura 16 mostra a avaliacdo do numero total
plaquetas dos animais normais e com tumor melanoma B16F10
dos grupos de animais pré tratados com paclitaxel e com
placitaxel em associagdo com DMl no 2°, 6° e 10° dias apds o
inicio do tratamento (1B, 2B e 3B): compérados ao grupo
controle.

A Figura 17 mostra a andlise da distribuicdo das
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células tumorais BI16F10 dos tumores dorsais do grupo
controle nas diferentes fases do ciclo celular.

A Figura 18 mostra a andlise da distribuigdo das
células tumorais B16F10 dos tumores dorsais do grupo pré
tratado com DM-1 nas diferentes fases do cicloc celular.

A Figura 19 mostra a ané&lise da distribuicdo das
células tumorais B16F10 dos tumores dorsais do grupo pré e
pbés tratado DM-1 nas diferentes fases do ciclo celular.

A Figura 20 mostra a andlise da distribuicdo das
células tumorais B16F10 dos tumores dorsais do grupo
tratado com paclitaxel nas diferentes fases do ciclo
celular.

A Figura 21 mostra a andlise da distribuicdo das
células tumorais B16F10 dos tumores dorsais do grupo
tratado com paclitaxel em associagcdo com DM-1 nas
diferentes fases do ciclo celular.

A Figura 22 mostra os aspectos gerais da morfologia do
eritroblasto do grupo controle negative. Coloracdo de
Giemsa em aumento de 400x.

A Figura 23 mostra o eritroblasto policromatico em
esfregaco de medula ¢éssea apds a administracdo de 140uM/kg
de DM-1, por via intrapéritoneal. Coloragdo de Giemsa em
aumento de 400x.

A Figura 24 mostra eritroblastos e linfoblastos
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(estrela) integros apds a administracdo de 140uM/kg de DM-
1. Coloragdo de Giemsa em aumento de 400x.

A Figura 25 mostra a andlise de um eritroblasto (seta)

apés a administragdo de 190uM/kg de ciclofosfamida.
5 Coloracgdo de Giemsa em aumento de 400x.

A Figura 26 mostra o esfregaqé de medula dbssea para o
teste de micronucleo apés a administragdo de 140pM/kg de
DM-1 e oito horas apébs, administragcdo de 190uM/kg de
ciclofosfamida. Coloracdo de Giemsa em aumento de 400x.

10 A Figura 27 mostr; eritroblastos pela acdo da
administracdo de ciclofosfamida 190uM/kg, além de grande
concentracdo de células com micronucleo (setas). Coloracdo
de Giemsa em aumento de 400x.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

15 A presente invencdo refere-se a fenolatos metédlicos de

férmula geral I:

R, em <cada ocorréncia separada, ¢é um Aatomo de

20 hidrogénio, um grupo alquila, um grupo prenila, um grupo
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acetila, um grupo benzoila, ou um cadtion metdlico;

Y, em cada ocorréncia separada, € um Aatomo de
hidrogénio, um grupo alquila, um grupo prenila, um grupo
acetila, um grupo benzoila, ou um cdtion metdlico;

X, em cada ocorréncia separada, pode ser 1, 2 ou 3;

Mz+, em cada ocorréncia separada, € um cation
monovalente, um cdation bivalente, ou um cation trivalente.

Os compostos fenolatos metélicos polifuncionais
descritos na presente invengdo apresentam o efeito técnico
inesperado de potencializarem a atividade antitumoral de
drogas antineoplasicas, de atuarem como citoprotetores,
como adjuvantes protetores e estimulantes da medula 6éssea e
como agentes preventivos de surgimento de tumores. Estes
compostos apresentam ainda propriedades antimetastaticas e
antimutagénicas quando associados a drogas antitumorais,
diminuindo a toxicidade dos mesmos. Os compostos aqui
descritos apresentam também a capacidade de induzir a morte
celular programada (apoptose, anoiquis) de doencas
proliferativas humanas e animais e, portanto de inibir o
crescimento e impedir a migracdc de tumores humanos e
animais.

Assim, a presente invencdoc refere-se ao uso destes
compostos, em associagdo com drogas antitumorais, no

tratamento, profilaxia ou prevencdo de doengas neoplésicas,
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preven¢do de lesdes metastdticas, proliferativas e/ou
degenerativas. Em particular, a presente invencdo refere-se
ao uso destes compostos no tratamento, profilaxia ou
prevengdo de doengas neoplédsicas provocadas por céncer de
pulméo, carcinoma de mama e mama resistente a miltiplas
drogas, cadnceres de pele nd3o melanoma e melanomas,
leucemias linfdéides, mieldides agudas e crdnicas,
eritroleucemia, mielodisplasias, clnceres de cdlon, ovario,
dtero, rim, pancreas, prdstata, sarcomas de tecido mole,

hepatocarcinomas, osteosarcomas, sistema nervoso central,

neuroblastomas, astrocitomas, orofaringe, tiredide,
gastrico, préstata e anexos do aparelho reprodutor
masculino.

A presente invengdo refere-se ainda a composicdes
farmacéuticas que compreendem os fenolatos metalicos
polifuncionais da presente invengdo e que apresentam
aplicacdes bioldgicas Como adjuvantes antitumorais,
citoprotetores, agentes antimetastaticos e agentes
antimutagénicos quando associados a quimioterépicos.

Especificamente a presente invencdo refere-se a
formulagbes farmacéuticas que compreendem um ou mais
fenolatos metdlicos descritos na presente invencdo, pelo
menos uma droga antitumoral, e um ou mais dentre um

veiculo, excipiente, diluente ou solvente fisiologicamente
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aceitaveis.

Composigdes farmacéuticas que compreendem um ou mais
fenolatos metdlicos descritos na presente invencado, como
ingrediente ative podem ser preparadas de acordo com
técnicas convencionais de combinacdo farmacéutica [vide
Remington ‘s Pharmaceutical Sciences, 180 Ed., Mack
Publishing Co., Easton, PA, EUA (1990)]. Tipicamente, uma
quantidade do ingrediente ativo serid misturada com um
excipiente farmaceuticamente aceitdvel. O excipiente pode
ter uma grande variedade de férmulas dependendo da forma de
preparacdo desejada para administracdo, por exemplo,
intravenosa, oral ou parenteral. As composigdes podem
conter também agentes estabilizantes, preservativos e
similares.

Para a administracdo oral, os compostos podem ser
formulados em preparacdes sdlidas ou liguidas tais como
capsulas, pilulas, comprimidecs, pastilhas, melados, pobs,
guspensdes ou emulsbes. Na preparacdo de composicdes na
forma de dosagem oral, alguns dos meios farmacéuticos
usuais podem ser empregados, como, por exemplo, a agua, os
glicdis, o©s 6leos, os alcodis, sabores artificiais,
preservativos, corantes, suspensdes, e similares no caso de
preparagdes liquidas orais (como, por exemplo, as

suspensdes, os elixires e as solugdes); ou veiculos tais
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como amidos, acglUcares, diluentes, agentes gfanuladores,
lubrificantes, pastas, agentes desintegrantes e similares
no caso de preparagdes orais sélidas (como, por exemplo, os
pbés, as capsulas e os comprimidos). Por causa de sua
facilidade de administracao, comprimidos e cadpsulas
representam a forma mais vantajosa de administragdo oral de
dosagem uUnica, em gque os excipientes farmacéuticos sélidos
sdo obviamente empregados. Se desejado, os comprimidos
pédem ser revestidos de aguUcar ou revestidos de protetorés
entéricos por técnicas padrdo. Os imunoterdpicos descritos
na descritos na presente inven¢do podem estar encapsulado
para torna-lo estédvel para passagem através do trato
gastrointestinal e ao mesmo tempo permitir a passagem
através da barreira hemato-encefdlica como descrito no
documento de patente WO 96/11698.

Para a administracao parenteral, o composto pode ser
dissolvido em um veiculo farmacéutico e ser administrado
como uma solugdo ou uma suspensio. Exemplos de veiculos
apropriados sdo &gua, salina, solugdes de dextrose,
solugdes de frutose, etanol ou &leos de origem animal,
vegetal ou sintético. Outros veiculos podem também conter
outros ingredientes, por exemplo, preservativos, agentes
suspensores, agentes solubilizantes, tampdes e similares.

Quando os compostos forem administrados intratecalmente,
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estes podem também ser dissolvidos no liquido
cerebroespinhal.

As composigdes farmacéuticas devem conter
aproximadamente 0,0001 a 99%, preferivelmente

aproximadamente 0,001 a 50 3, mais preferivelmente
aproximadamente 0,01 a 10% do peso de um ou mais dos
fenolatos metalicos descritos na presente invengdo para o
peso total da composicdo. Além de um ou mais dos fenolatos
metalicos descrites na presente invencgdo, as composigdes
farmacéuticas e os medicamentos podem também conter outros
compostos farmaceuticamente ativos. Quando usados em
conjunto com ouf&os compostos farmaceuticamente ativos, os
fenolatos metalicos da presente invencdo podem ser
oferecidos na forma de coquetel de drogas. Um coquetel de

drogas € uma mistura de alguns compostos usados na presente

invencéao com uma outra droga ou agente. Nesta
incorporagdo, um veiculo comum de administracéo (por
exemplo, pilula, comprimido, implante, bomba, solucgao

injetavel, etc.) poderd conter ambos a composicdo atual em
combinagdo com os agentes ativos suplementares. As drogas
individuais do coquetel s3oc cada uma administrada em
quantidades terapeuticamente eficazes para alcangar os

efeitos desejados.
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Uma variedade de vias de administracdo dos fenolatos
metalicos e das composicdes farmacéuticas descritos na
presente invencao estd disponivel. O meodc particular
selecionado dependera do composto em particular
selecionado, da severidade do estado da doenga que esté
sendo tratada e a dosagem necessaria para eficéacia
terapéutica. Os métodos da presente invencdo, geralmente,
podem ser praticados usando qualquer modo de administracdo
bioiogicamente aceitavel, 1.e., gqualquer modalidade que
produzir niveis eficazes dos compostos atives sem causar
efeitos adversos clinicamente indesejdveis. Tais modos de
administracdo incluem as vias oral, retal, sublingual,
toépica, nasal, transdermal ou parenteral. 0} termo
"parenteral"” inclui subcuténea, intravenosa, epidural,
irrigacao, intramuscular, bombas de liberacso, ou de
infuséao.

Assim, a administragdo de um ou mais fenolatos
metdlicos descritos na presente invencdo pode ser
conseguida usando todos os meios apropriados de oferta,
incluindo: (a) bomba (b) microencapsulamento (vide os
documentos de patente 4,352,883; 4,353,888 e 5,084,350);
(c) implantes de polimero de liberacdo continua (vide o
documento de patente US 4,883,666); (d) macroencapsulamento

(vide os documentos de patente US 5,284,761; 5,158,881;
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4,976,859 e 4,968,733 e os pedides de patente W092/19195 e
W095/05452) ; (e) enxertos celulares n3o capsulados no
sistema nervoso central (vide os documentos de patente US
5,082,670 e 5,618,531); (f) injecgéo subcuténea,
intravenosa, intra-arterial, intramuscular, ou em outro
local apropriado; ou (g) administracdo oral em céapsula,
liquido, comprimido, pilula ou formulacgdo de liberacéo
prolongada.

Preferencialmente as composicées farmacéuticas da
presente invengao sdo infusbes para administragao
intravesical. Um ou mais fenolatos metdlicos descritos na
presente invengdo sdo administrados preferivelmente em uma
quantidade terapeuticamente eficaz. Por uma "quantidade
terapeuticamente eficaz" ou simplesmente "uma quantidade
eficaz" de um composte ativo entende-se uma quantidade
média suficiente do fenolato metdlicos para tratar a doenca
desejada, mantendo uma razoavel proporcdo risco/beneficio
aplicével a qualquer tratamento médico. A guantidade real
administrada, a taxa e o tempo de curso de administracéao,
dependerdo da natureza e da severidade das condigdes que
esta sendo tratada. A prescrigao do tratamento, por
exemplo, decisdes de dosagem, duragdo, etc., dependem do
acompanhamente da doenga a ser tratada, da condicgao

individual do paciente, da via e do método de
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administracgdo, e outros fatores tipicos de conhecimento dos
clinicos que estdao dentro das responsabilidades dos
clinicos gerais ou dos especialistas,

A dosagem pode ser ajustada apropriadamente para
conseguir niveis desejados do fenolato metdlico, localmente
ou sistemicamente,

A presente invengdo refere-se ainda ao uso fenolatos
metélicos~polifunci0nais descritos na presente invencdo na
preparacdo de medicamentos para o tratamento, profilaxia ou
prevengdo de doengas neoplasicas em humanos e animais.

Desta forma constitui um outro aspecto desta invencgdo
o wuso dos compostos desta invengdo para manufaturar
medicamentos para uso no tratamento, profilaxia ou
prevengdo de doencas neoplasicas, les®es metastaticas,
proliferativas e/ou degenerativas. Em particular, os
compostos aqui descritos podem ser usados para tratar ou
prevenir ou para manufaturar medicamentos para uso no
tratamento, profilaxia ou prevengdo de doengas neopldsicas
provocadas por cancer de pulmdo, carcinoma de mama e mama
resistente a milltiplas drogas, canceres de ©pele nédo
melanoma e melanomas, leucemias linfdides, mielédides agudas
e crdnicas, eritroleucemia, mielodisplasias, cénceres de
cdlon, ovério, Utero, rim, péncreas, prdstata, sarcomas de

tecido mole, hepatocarcinomas, osteosarcomas, sistema
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nervoso central, neuroblastomas, astrocitomas, oroféringe[
tiredide, gastrico, préstata e anexos do aparelho
reprodutor masculino.

EXEMPLOS
Para permitir uma melhor compreensdo da presente invencdo e
demonstrar claramente os avangos técnicos obtidos s&o agora
apresentados como exemplos o8 resultados dos diferentes
ensaios efetuados com relagdo a esta invencido.
EXEMPLO 1: Potencializagdo da atividade antitumoral dos
quimioterdpicos paclitaxel e etoposideo mediante o uso
concomitante do composto DM-1 em adenccarcinoma mamario
experimental (Tumor de Ehrlich).
a) Manutengdo do tumor in vivo e obtencdo das células do
tumor ascitico de Ehrlich,

Como modelo experimental de adenocarcinoma mamario,
foi wutilizado o tumor de de Ehrlich em camundongos da
linhagem Balb-c, de aproximadamente 2 meses de idade e
pesando entre 20 a 25 gramas. A manutencdo do tumor in vivo
foi realizada pela administracdo intraperitoneal de 10’
células a cada sete dias.

b) Animais e delineamento experimental
Foram wutilizados 50 camundongos da linhagem Balb-c,
fémeas e machos, com aproximadamente 25g, idade aproximada

de 6 a 8 semanas, dieta de &gua e racdo ad libitum, os
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quais foram divididos em 5 grupos:

GRUPO CONTROLE - 10 animais portadores de tumor
implantado, que apdés o 7° dia da aplicacdo, receberam doses
intraperitoneais didrias de solugdo fisiolégica 0, 9%;

GRUPO TRATADO COM PACLITAXEL - 10 animais portadores
de tumor implantado, que apds o 7° dia da aplicacao,
receberam doses intraperitoneais do quimioterapico
paclitaxel no 1°, 5° e 10° dia de tratamento;

GRUPO TRATADO COM PACLITAXEL E DM-1 - 10 animais
portadores de tumor implantado, que apdés o 7° dia da
aplicagdo, receberam doses intraperitoneais diarias do
composto  DM-1, associado a doses do guimioterdpico
paclitaxel no 1°, 5° e 10° dia de tratamento;

GRUPO TRATADO COM ETOPOSIDEO - 10 animais portadores
de tumor implantado, que apés o 7° dia da aplicacio,
receberam doses intraperitoneais do quimioterdpico
etoposidec no 1°, 5° e 10° dia de tratamento;

GRUPO TRATADO COM ETOPOSIDEO E DM-1 - 10 animais
portadores de tumor implantado, que apdés o 7° dia da
aplicacdo, receberam doses intraperitoneais didrias do
composto  DM-1, associado a doses do quimioterépico
etoposideo no 1°, 5° e 10° dia de tratamento.

c) Administracdo dos compostos paclitaxel, etoposideo e DM-

1,
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O composto DM-1 foi administrade diariamente na
concentragdo de 1,6nM/Kg, calculada a partir da atividade

inibitéria 1IC50% in vitro. O paclitaxel e o etoposideo
foram administrados nas concentragdes de 15uM/Kg e

3,73uM/Kg, respectivamente, pela via intraperitoneal em
infusdo lenta, nos esquemas terapéuticos descritos na
literatura nos dias 1, 5 e 10, apds o 7° dia do implante do
tumor. Os compostos foram administrados separadamente.

d) Avalia¢do do crescimento tumoral

O crescimento tumoral nos camundongos foi medido pelas
dimensdes:  longitudinais e transversais da cavidade
abdominal, com o auxilioc de um paquimetro digital. Estas
medidas foram usadas para calcular a &rea, massa e carga
tumoral. As médias da &rea (A), massa (M) e da carga
tumoral (C) foram calculadas usando as seguintes equagdbes,
respectivamente: A= pR2; M= L°xT/2 (onde L é a medida
longitudinal e T a medida transversal da circunferéncia
abdominal);

Os grupos de animais tratados com paclitaxel e
etoposideo em associagdo ao composto DM-1 apresentaram
redugdo significativa no crescimento tumoral em relacdo ao
grupo controle e aos grupos tratados somente com os

quimioterapicos paclitaxel e etoposideo, com valores médios
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de 4rea tumoral de 5.3%1.0cm® no grupo tratado com
paclitaxele DM-1, 6.8%1.1cm? no grupo tratado com
etoposideo e DM-1, enquanto o grupo controle apresentou
valores médios de 12.0+1.lcm?, 11.4+lcm® no grupo tratado
com paclitaxel e 8.6+1.0cm’® no grupo tratado com
etoposideo. A eficicia do tratamento aumentou 115% e 27% em
relagdo aos grupos tratados apenas com o0s Qquimioterédpicos
paclitaxel e etoposideo, respectivamente (Figura 1).

e) Avaliagdo da taxa de sobrevida

A taxa de sobrevida foi calculada pelo teste de
Kaplan-Meier. Os animais tratados com os quimioterdpicos
paclitaxel e etoposideo apresentaram aumento de sobrevida
de 20% e iO% respectivamente, quando associados ao composto
DM-1 (Figura 2). |

f) Avaliag¢do do numero de metdstases.

Os resultados mostraram que nos animais tratados com
0s quimioterapicos paclitaxel e etoposideo quando
associados ao composto DM-1, a porcentagem de metastases
internas diminuiu significativamente. O grupo tratado com
paclitaxel e DM-1 apresentou diminuicdo de metdstases ém
305 nos rins e 50% no bago enguanto o grupo tratado
Etoposideo+DM-1 apresentou diminuicdo de 30% nos rins e 40%
no bago. Os grupos tratados apenas com os gquimioterépicos

paclitaxel ou etoposideo apresentaram redugdo no numero de
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metastases de 10% e 30% e 30% e 50%, nos rins e baco,
respectivamente (Figura 3).
g) Avaliagdo macroscdpica do bago e do volume esplénico

Os bagos dos animais de todos os grupos experimentais
foram analisados para a visualizacd3o de metastases e
nédulos.

Os resultados mostraram que o© volume esplénico dos
grupos tratados «com os quimicterdpicos paclitaxel e
etoposideo em associagdo com o composto DM-1 ndo diferiram
quanto ao volume esplénico dos animais normais. Além disso,
nota-se que a administragdo dos gquimioterdpicos paclitaxel
e etoposideo sem o composto DM-1 torna o volume esplénico
semelhante ao dos animais sem tratamento (Figura 4).

Assim, a imunossupressdo que acomete os animais com
tumor ascitico de Ehrlich encontrada em animais do grupo
controle foi suprimida pela administragdo do composto DM-1
em todos os protocolos experimentais. Estes resultados
mnostram, portanto que o} composto DM-1 age como
imunomodulador-ou mesmo guimioprotetor.

EXEMPLO 2: Potencializagdo da atividade antitumoral dos
quimioterapicos paclitaxel e etoposidec mediante o uso
concomitante do composto DM-1 em melanoma B16F10.

a)Implantagdo das Células Tumorais de Melanoma Bl6F10
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Grupos de camundongos da linhagem C57B1/6J foram
injetados pela via subcuté&nea dorsalmente com 5x10? células
tumorais de melanoma Bl6F10 em condigdes estéreis. Os
animais foram observados a cada 72 horas e o crescimento
tumoral acompanhade até atingir o didmetro médio de 0, Scm®.
b) Animais e Delineamento Experimental

Foram utilizados 50 camundongos da linhagem C57BL/6J,
fémeas e machos, com aproximadamente 25g, idade aproximada
de © a 8 semanas, dieta de &gua e racdo ad libitum, os
quais foram divididog em 5 grupos:

GRUPO CONTROLE - 10 animais portadores de tumor
Helaﬁoma Bl6f10, que apdés o 11° dia do implante tumoral,
receberam doses intraperitoneais didrias de solucdo
fisioloégica 0, 9%;

GRUPO TRATADO COM PACLITAXEL - 10 animais portadores
de tumor melanoma B16F10, que apdés o 11° dia do implante
tumoral, receberam doses intraperitoneais do quimioterapico
paclitaxel no 1°, 5° e 9° dia de tratamento;

GRUPO TRATADO COM PACLITAXEL E DM-1 - 10 animais
portadores de tumor melanoma B16F10, que apdés o 11° do
implante tumoral, receberam doses intraperitoneais didrias
do composto DM-1, associado a doses do guimioterdpico

paclitaxel no 1°, 5° e 9° dia de tratamento;
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GRUPO PRE TRATADO COM O COMPOSTO DM-1 ANTERIORMENTE AO
IMPLANTE DE CELULAS DE MELANOMA B16F10 - 10 animais foram
tratados com doses diarias do composto DM-1 por 14 dias,
antes da implantacgdo das células tumorais. Apds os 14 dias,
os animais receberam o implanﬁe de células de melanoma
Bl6F10 e n3o receberam nenhum tratamento até o término do
experimento.

GRUPO PRE TRATADO COM O COMPOSTO DM-1 ANTERIORMENTE E
AQ IMPLANTE DE CELULAS DE MELANOMA B16F10 E POS TRATADO COM
DM1- 10 animais foram tratados com doses didrias do
composto DM-1 por 14 dias, antes da implantacdo das células
tumorais. Apés 14 dias, os animais receberam o implante de
células de melanoma Bl6F10 e continuaram a receber
tratamento diario com o composto DM-1 por mais 14 dias.

c) Administragdo dos compostos DM-1 paclitaxel

0 composto DM—l_ foi administradeo diariamente na
concentragao de 0,83nM/Kg, calculada a partir da atividade
inibitdéria IC50% in vitro. O paclitaxel foi administrado na
concentragao de 15uM/Kg, pela via intraperitoneal em
infusdo lenta, nos esquemas de tratamento descritos na
literatura nos dias 1, 5 e 10, apés o 7° dia do implante do
tumor. Os compostos foram administrados separadamente.

d) Avaliag¢do do crescimento do tumoral.

Os grupos de animais tratados com o quimioterdpico
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paclitaxel associado ao composto DM-1 apresentaram reducdo
significativa no crescimento do melanoma dorsal, enguanto o
grupo controle obteve um aumento exponencial em seu
crescimento.

Os grupos tratados com DM-1 apresentaram diminuicdo na
area tumoral dorsal, com valores médios de 6.5+1.7cm? no
grupo pré-tratado com DM-1, 7.3%1.3cm? no grupo pré e pds
tratado com DM-1 (Figura 5).

O grupo tratado com paclitaxel e DM-1 obteve reducdo
da area tumoral em relagdoc ao grupo tratade com paclitaxel,
5.1+1.5cm® e 9.441.1cm?, respectivamente. O grupo controle
apresentou valores médios de 9.5%2.9%cm? comprovando a
atividade antitumoral eficiente dos grupos tratados com a
associacgdo do composto DM-1 (Figura 6).

e) Avaliagdo da taxa de sobrevida

O composto DM-1 em todos os esquemas terapéuticos,
aumentou de forma expressiva a taxa de sobrevida dos
animais portadores de melanoma dorsal. A administracdo do
composto no grupo pré tratado com DM-1 aumentou em 50% a
taxa de sobrevida dos animais. No grupo pré e pés DM-1 o
aumento da taxa de sobrevida foi de 30%, e no grupc tratado
com paclitaxel e DM-1 de 30%. O grupo tratado apenas com
paclitaxel ndc apresentou modificagdes significativas na

taxa de sobrevida destes animais (Figuras 7 e 8).
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f) Avaliagdo do numero de metdstases

Os resultados mostraram que em todos os esquemas
terapéuticos onde foi administrade o composto DM-1 a
porcentagem de metéstases internas diminuiu
significativamente. Nos animais do grupo pré tratado com
DM~1 foi observada uma inibicdo da formacdo de metdstases
pulmonares e hepéaticas, assim cComo nos grupos pré e pods
tratade com DM-1 e tratado com paclitaxel em associacdo a
DM-1. A associagdo do tratamento DM-1 ao quimioterapico
paclitaxel mostrou que o composto é extremamente eficaz, a-
associagdao de DM-1 potencializou o efeito inibitério da
formacdo de metéstases de paclitaxel (Figuras 9 e 10).
g) Avaliagdo Hematoldgica

O sangue dos animais portadoreé do tumor melanoma
B16F10 foi colhido no 6° e 14° dias durante o tratamento
com o composto DM-1 e anteriormente a inoculagdo das
células B1léF10. Nos gréaficos, as coletas referentes ao 6°
dia foram nomeadas 1A, enquanto as referentes ao 14° dia
foram denominadas 2A. 2Apdés o implante tumoral foram
realizadas coletas de sangue no 2°, 6° e 10° dia de
tratamento (pds tratamento com DM-1), em todos os grupos de
animais, tendo éssas coletas sido denominadas 1B e 2B e 3B,
respectivamente.

A andlise do numero de eritrécitos dos animais
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tratados com DM-1 mostrou que ¢ tratamento com DM-1 néo
induz anemia. Além disso, o composto DM-1 mostrou-se eficaz
na prevencdo dos efeitos colaterais da supressdac da medula
6ssea. O composto DM-1 modula também os efeitos anémicos
causados pelo tumor nos grupos tratados com DM-1 e DM-1 em
associacgdo ao Paclitaxgl (Figuras 11 e 12).

A analise o numero de leucdcitos dos animais tratados
com o composto DM-1 mostrou que o composto DM-1 leva a
alteragdes significativas no nimero de leucédcitos, gquando
comparado ao grupo controle. A alteragdo no numero de
leucécitos dos animais dos grupos pré tratado com DM-1 e
pré e pds tratado com DM-1 e paclitaxel em associagdo com
DM-1 mostra gque o composto DM-1 apresenta propriedades
imunomoduladoras (Figuras 13 e 14).

A analise o numero de plaquetas dos animais tratados
com o composto DM-1 mostrou que o composto DM-1 leva a
redugdes significativas no nimero de plaguetas ao longo do
tratamento, quando comparado ao grupo controle. 0
tratamento apenas com paclitaxel, por outro lado, induziu a
um aumento do numero de plaquetas. Estes dados corroboram
com as analises realizadas nas necropsias dos diferentes
grupos experimentais, reforcando a capacidade inibitéria da
progressdo e formagdo de metdstases apds a administracdo do

composto DM-1. (Figuras 15 e 16).
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h) Andlise das fases do ciclo celular e apoptose

Suspensdes de 10° células de melanoma B16F10 foram
retiradas de todos os grupos de animais submetidos aos
varios protocolos experimentais descrito acima (Grupo pré
tratado com DM-1, grupo pré e pds tratado com DM-1, grupo
tratado com placitaxel, érupo tratado placitaxel em
associacdo com DM-1 e grupo controle). As células foram
entdo congeladas e mantidas em nitrogénio liquido. Apéds
incubag¢do com iodeto de propidio, foi realizada a andlise
em um citdémetro FacsCalibur. Os resultados foram expressos
em porcentagem média de células nas diferentes fases do
ciclo celular: debris e necrose, apoptose (sub-Gl), GO/G1
células quiescentes ndo proliferantes, fase S - em sintese
de material genético e G2/M no inicio da divisdo celular.

Os resultados mostraram que o tratamento com o
quimioterépico paclitaxel induziu aumento significativo da
proporgao das células mortas por necrose em comparaCao aos
grupos controle e tratados com o composto DM-1.

Apoptose & a morte programada de uma célula quando hé
danos no DNA, RNA ou formagdo de proteinas. Difere da
necrose por ser silenciosamente caracterizada pela
diminuigdo do volume do nucleo, sua fragmentacdo, alteracéo
da permeabilidade da membrana plasmatica e dissolucao

citoplasmatica lenta, sem o0s fendmenos abruptos que
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caracterizam a lise celular. A célula tumoral consegue
impedir a apoptose e, portanto continuar sua proliferacdo
no tecido. Induzir o© processo de apoptose em células
tumorais é extremante dificil. A porcentagem de células na
fase sub-Gl ou apoptéticas aumentou significativamente apds
a administracdo do composto DM-1 nos grupos pré tratado com
DM-1, pré e pds tratado com DM-1 e tratadoe com paclitaxel
em associagdo com DM-1. Os protocolos de tratamento com o
composto DM-1 aumentaram assim proporgcdo de apoptose
celular, além de reduzir a proporgdo das células na fase
quiescente GO/Gl (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21). Estes dados
indicam gque o composto DM-1 em associacdo com 0©s
quimioterdpicos paclitaxel e etoposideo é um excelente
agente indutor de apoptose em células tumorais, sem
produzir o mesmo efeito em células normais.
EXEMPLO 3: Atividade antimutagénica de DM-1
a) Animais e delineamento experimental

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica,
protocolo 184-07 da Universidade Bandeirante de S&o Paulo
(UNIBAN) . Todos os Experimentos realizados apresentaram
aprovagao pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal
(protocolos n®478/08 e 479/08).

Foram utilizados animais da linhagem Wistar, machos e

fémeas, com aproximadamente 90 dias de idade e peso
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corporal entre 250 e 300 gramas, mantidos com &gua e ragdo
“ad 1libitum” e de conformidade «com as normas e
procedimentos relativos ao uso de animais de laboratdrio.
Os animais foram divididos em quatro grupos:

GRUPO CONTROLE NEGATIVO - 06 animais tratados com uma
dose uUnica de solugdo fisiolégica a 0,7%.

GRUPO TRATADO COM O COMPCSTO DM-1 - 06 animais
tratados com uma dose Unica do composto DM-1.

GRUPOQO PRE-TRATADO COM DM-1 E TRATADO COM
CICLOFOSFAMIDA - 06 animais tratados com uma dose tnica do
composto DM-1, administrado 8 horas antes de uma dose unica
do gquimioterdpico ciclofosfamida.

GRUPO TRATADO COM CICLOFOSFAMIDA (CONTROLE POSITIVO) -
0¢ animais tratados com uma dose Unica do quimioterapico
ciclofosfamida.

b) Administragdo dos compostos DM-1 e Ciclofosfamida

Em todos os ensaios foi administrado 1 mL da solucéo
de interesse por via intraperitoneal. O composto DM-1 foi
administrado diariamente na concentragao de 140uM/Kg. A
ciclofosfamida foi administrada na concentracéao de
190puM/Kg. Os compostos foram administrados separadamente.
Ao final do experimento (24 e 48 horas), os animais foram
submetidos & eutandsia induzida por anestesia geral

profunda por dose letal de tiopentabarbital sédico (CRMV,
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2008) .
c) Avaliagdo da mutagenicidade por teste de micronticleo
Este estudo permitiu analisar a acdoc mutagénica de
compostos em estudo. Compostos mutagénicos ac serem
administrados em animais de experimentacdo provocam
mutacdes na cromatina que podem ser identificadas pela
formagdo de wuma massa dentro do niicleo denominado de
micronicleo. O surgimento desta massa é quantificado e sua
proporgao analisada gquanto & <capacidade ou ndoc de
determinada droga ser mutagénica.

Para estudo de microntGcleos foi utilizada a técnica
relatada por Ribeiro et al. (Mutagénese Ambiental. Editora
Ulbra. Canoas: 1% edigd3o, 2003.) Para a coloracdo das
laminas foi utilizada a técnica descrita por RABELLO-GAY et
al., apud SILVA, J. C. da; SILVA, S. da C. Avaliagdo do
Possivel Efeito Genotdxico do Gergilim (Sesamum indicum L.,
2003).

No teste, o efeito do agente quimico é observado em
eritrécitos policromdticos anucleados (PCEs), que possuem
tempo de vida relativamente curto, de modo que qualguer
micronicleo que ele contenha foi gerado como resultado de
recentes danos cromossémicos. Para a coloracdo das laminas
foi utilizado o corante Giemsa, diluido em solucdo tampdo

fosfato com pH 6.8, na proporcdo 1:10, por um periodo de 15
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minutos. Apéds a coloragdo, as lé&minas foram lavadas em &agua
destilada para remogdo do excesso de corante. Para a
leitura das laminas wutilizamos microscépio optico e
realizamos contagem e andlise de 1000 eritrécitos
policromaticos por 1lamina, considerando a fregiiéncia de
eritrécitos policrométicos micronucleados.

A analise das células foi realizada com aumentos de
40x e 100x para a visualizagdo da morfologia geral dos
esfregagos do grupo controle negativo (Figura 22), com oOS
grupos tratados apenas com o© composto DMl e seus
respectivos eritrécitos policromaticos (Figuras 23, 24 e
25). Foram analisadas 1000 células por animal, para os
grupos tratados com DM1, ciclofosfamida e controle negativo
até um total de 40.000 células. A fotodocumentacdo dos
eritrécitos policromdticos foi obtida por sistema digital
AVsoft. O grupo tratado com ciclofosfamida constituiu o
controle positivo da técnica (Figura 27). Os resultados da
frequéncia de eritrdcitos policromdticos micronucleados em
1000 células analisadas foi de 36/1000. O controle negativo
obteve  média de 2/1000 eritrécitos policromaticos
micronucleados.

A Tabela 1 mostra as freqiliéncias observadas (Fo) de
eritrécitos policromaticos com micronlcleo em 1000

eritrécitos policromaticos em cada animal tratado com oS
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varios compostos. Os resultados obtidos foram submetidos a
analises estatisticas, com o Teste de Variancia de Anova,
seguida do teste Tukey-Kramer de comparacdes miltiplas
(dados paramétricos) sendo o nivel de significéncia adotado
5%, ou seja, a probabilidade P<0,05).

Tabela 1: Freqgliéncias observadas de eritrécitos

policromédticos com microntcleo numa andlise de 1000
Eritrécitos Policromaticos em cada rato tratado com solucdo

fisioldégica, DM-1 e/ou Ciclofosfamida.

Freqliéncia 24 Horas 48 Horas
Controle 2,3%0,5 2,0x0,5
DM-1 2,4%+0,5 2,210,5
Ciclofosfamida+DM-1 3,5+0,8 3,2%1,0
Ciclofosfamida 36, 5+1, 0%*>*

35,51, 0***

¥¥*pP< 00,0001 em relacdo a Ciclofosfamida+DM-1, DM-1 e
Controle Negativo (ANOVA)

Podemos observar uma clara alteracdo celular apds a
administragcdo do ciclofosfamida, utilizada como controle
positivo. Observamos de maneira significativa a ordenacédo
na formagdo dos eritrédcitos, do material extraido da medula
6ssea, quando associado ac composto DM-1. H& também uma

melhor resposta na formacdoc de células jovens, no controle
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negativo. Quando o composto DM-1 foi administrado em pré-
tratamento antes da administracao de ciclofosfamida, houve
uma diminuigdo sensivel de micronucleos (Figura 26) e uma
melhor regeneragdo celular, resultandc em uma resposta
muito positiva ao composto DM-1. Podemos concluir que o
composto DM-1 apresenta uma grande preservacdo da nwaula
6ssea e uma sensivel agdo na diminuic3oc de efeitos
clastogénicos. Apdés os testes realizados pelo método de
avaliagdo da presenca de micronicleo no esfregaco de medula
6ssea em animais tratados com o composto DM-1 ndo foram
encontradas alteragdes significativas e os resultados estio
préximos do grupo controle negativo, entretanto no grupo
tratado com ciclofosfamida, encontramos a presenga de mais
de 200 ceélulas com micronGcleos, confirmando a acao
mutagénica. O grupo pré-tratado com o composto DM-1 e apds
8 horas tratado .com a ciclofosfamida mostrou resultados
extremamente significativos, gque nos leva a concluir que o
compostc' DM-1 possui ac&o antimutagénica, e apresenta
excelente agdo adjuvante com outros farmacos antitumorais
comerciais j& conhecidos, melhorando a capacidade de acdo
da droga, diminuindo os efeitos colaterais, resultando em

uma melhora da qualidade de vida do paciente.
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REIVINDICACOES

1. Composicéao farmacéutica caracterizada por compreender um ou mais

fenolatos metalicos de formula geral I:

e agente quimioterpico, em que

o fenolato metélico polifuncional é 4-[5-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-3-oxo-penta-

1,4-dienil]-2-metoxi-fenolato de sédio;
0 agente quimioterapico €é paclitaxel, etoposideo ou ciclofosfamida;

R, em cada ocorréncia separada, € um atomo de hidrogénio, um grupo alquila,

um grupo prenila, um grupo acetila, um grupo benzoila, ou um cation metalico;

Y, em cada ocorréncia separada, € um atomo de hidrogénio, um grupo alquila,

um grupo prenila, um grupo acetila, um grupo benzoila, ou um céation metélico;
X, em cada ocorréncia separada, pode ser 1, 2 ou 3;

M#" em cada ocorréncia separada, € um cation monovalente, um cétion
bivalente, ou um cation trivalente, como adjuvante antitumoral, como agente
citoprotetor, como agente antimetastico, como agente antimutagénico, pelo
menos uma droga antitumoral, e um ou mais dentre um veiculo, excipiente,

diluente ou solvente fisiologicamente aceitaveis.

2. Uso de fenolato metélico polifuncional de formula geral I:

Petica0 870210000062, de 03/01/2021, pag. 16/20
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e agente quimioterapico, em que

o fenolato metalico polifuncional é 4-[5-(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-3-oxo-penta-

1,4-dienil]-2-metoxi-fenolato de sédio;
0 agente quimioterdpico € paclitaxel, etoposideo ou ciclofosfamida;

R, em cada ocorréncia separada, € um atomo de hidrogénio, um grupo alquila,

um grupo prenila, um grupo acetila, um grupo benzoila, ou um céation metélico;

Y, em cada ocorréncia separada, € um atomo de hidrogénio, um grupo alquila,

um grupo prenila, um grupo acetila, um grupo benzoila, ou um cétion metalico;
X, em cada ocorréncia separada, pode ser 1, 2 ou 3;

Mz em cada ocorréncia separada, € um cation monovalente, um cation
bivalente, ou um cation trivalente, caracterizado por ser para a preparacao de
um medicamento adjuvante antitumoral, citoprotetor, antimetastico e
antimutagénico para o tratamento, profilaxia ou prevencdo de doencas

neoplasicas em humanos e animais.

Petica0 870210000062, de 03/01/2021, pag. 17/20
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