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(57) Resumo: AGENTES ANTI-CANCER A BASE DE POLIMERO.
A presente invengao refere-se ao uso de copolimeros em bloco
anfifilicos para o tratamento e prevencdo de céancer, e em particular
pela redugdo da taxa de proliferagdo de células cancerigenas. Os
copolimeros em bloco preferidos compreendem uma cadeia
hidrofébica central, preferivelmente uma cadeia de o6xido de
polipropileno, a qual pelo menos duas cadeias laterais hidrofilicas,
preferivelmente cadeias de é6xido de polietileno, estdo conectadas.

L31 (PEG)
21A (PRECIP)
F38 (Na(F&) )
F127A"

F68A

T1307 (PEG)
P105 (NaCl)
P84 (PEG

F87 (NaCl)
P123 (PEG)
F88 (PEG)

X0O0O4ADbP Do ¢ <«»r



10

15

20

25

30

1/51

RrOZHOSE G-

AGENTES ANTI-CANCER A BASE DE POLIMERO

CAMPO TECNICO

A presente invengdo refere-se Ggenericamente ao
tratamento de céncer, e em particular ao uso de agentes
anti-céncer a base de polimero em tal tratamento de céncer.

ANTECEDENTES

Céncer ¢é uma classe de doencas caracterizada por
divisdo celular descontrolada e pela capacidade destas
células se espalharem, ou por crescimento direto em tecido
adjacente por invasdo, ou por implante em locais distantes
no interior do corpo por metdstase.

Atualmente, o céncer é uma das causas principais de
morte em humanos e o numero de individuos afetados aumenta
a cada ano. Embora os diferentes métodos de tratamento
para cancer, por exemplo, quimioterapia, terapia enddécrina,
radioterapia e cirurgia, tenham melhorado tremendamente nas
Ultimas décadas, estdo longe de serem perfeitos em termos
de resultados para diferentes tipos de cancer.
Adicionalmente, varios dos tratamentos conhecidos de céncer
sdo frustrados pelas desvantagens dos altos custos do
tratamento, efeitos colaterais e sofrimento do paciente e
ineficiéncia relativa. Por estas razdes, pesquisas
extensivas sdo conduzidas para se encontrar uma alternativa
ou formas complementares do tratamento de céncer.

O documento [1] descreve o uso de laxantes osmdticos
ndo fermentados como agentes ativos para a preparacdo de um
medicamento para o tratamento de cénceres do cdélon e/ou
reto. Um exemplo de tal laxante é o PLURONIC® Fé68

disponibilizado pela BASF Corporation. Estes compostos
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apresentam propriedades laxantes e gelificantes. Os
compostos atraem e retém dgua no interior do cdlon devido
as suas propriedades fisico-quimicas, e s&o capazes de
aumentar a excreg¢do fecal sem fibras. Acredita-se que as
propriedades laxantes, ndo fermentadas, osméticas e de
retencdo de agua, apresentam um efeito protetor em relacdo
a dois tipos especificos de cancer, clncer de cdlon e reto.

O documento [2] discute a capacidade de células
tumorais em circulacdo de se desenvolverem em metdstase,
onde esta capacidade baseia-se em uma aderéncia
fisioquimica inerente ao endotélio e na formacdo de um
micro-codgulo. E descrito que substdncias que interferem
com o processo de coagulacdo poderiam ser utilizadas na
prevencdo de metdstase tumoral. As substédncias sugeridas
incluem heparina, warfarina sédica e PLURONIC® F68. Estas
substéncias podem ser utilizadas em conexdo com cirurgia
para a prevencdo de metdstase secunddria na manipulacdo
cirurgica do tumor.

SUMARIO

A presente invengéao supera estas e outras
desvantagens dos dispositivos do estado da técnica.

E um objetivo genérico da presente invencédo prover um
medicamento a base de polimero que pode ser utilizada para
0 tratamento ou prevencdo de céancer.

E um outro objetivo da invencdo prover um medicamento
a base de polimero que reduz a proliferacdo de células
cancerigenas.

Estes e outros objetivos sdo alcancados pela invencdo

conforme definida nas reivindicacdes anexas.
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Em resumo, a presente invencdo envolve a utilizacédo
do efeito anti-céncer inesperado de copolimeros em bloco
anfifilicos. Estes copolimeros sdo agentes quimioterdpicos
efetivos contra uma diversidade de tipos de céncer e
apresentam um efeito de reducdo da taxa de proliferacdo em
células cancerigenas.

Os copolimeros em Dbloco anfifilicos da presente
invencdo preferivelmente compreendem uma cadeia polimérica
hidrofdbica conectada a pelo menos duas cadeias laterais
hidrofilicas. A cadeia polimérica hidrofdbica é
preferivelmente uma cadeia central apresentando uma
primeira extremidade conectada a pelo menos uma,
preferivelmente uma ou duas, cadeia lateral hidrofilica e
apresentando uma segunda extremidade conectada a pelo menos
uma, preferivelmente uma ou duas, cadeia lateral
hidrofilica.

Copolimeros em bloco anfifilicos preferidos sédo

aqueles apresentando a estrutura (I):
HO- (CHchZO) n= (CHzCHCH30) mT (CH2CH20) p-H ( I )

Desta forma, copolimeros com uma cadeia polimérica
central de O6xido de propileno flanqueada por cadeias
laterais de 6xido de etileno sdo preferidos.
Adicionalmente, n ¢é preferivelmente igual a p. Tais
copolimeros sdo disponibilizados sob a marca PLURONIC® pela
BASF Corporation.

Copolimeros preferidos tais como PLURONIC® da
invencdo sdo aqueles que apresentam um teor médio de éxido

de etileno de pelo menos 40% em peso e preferivelmente um
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teor médio de o6xido de etileno abaixo de 80% em peso. 0
teor de 6xido de propileno médio do copolimero em bloco
anfifilico é preferivelmente de pelo menos 2000 g/mol, mais
preferivelmente de pelo menos 3000 g/mol, tal como cerca de
4000 = 500 g/mol. Um exemplo de um copolimero preferido é
o PLURONIC® F127 apresentando um peso molecular médio de
12600 g/mol, um teor médio de 6xido de etileno de 73,3 +
1,7% e um ponto de fusdo de 56¢C.

Os inventores descobriram surpreendentemente que
estes copolimeros apresentam efeito anti-cdncer em termos
de reducd@o ou inibigdo da proliferacdo celular ou taxa de
crescimento das células cancerigenas e de reducdo da
sintese de DNA das células cancerigenas. Este efeito
surpreendente pode ser devido parcialmente ao efeito da
ligacdo dos copolimeros as membranas celulares e bloqueio
da ligacdo dos diferentes fatores de crescimento aos seus
respectivos receptores na membrana.

A composicgdo farmacéutica da invencdo preferivelmente
compreende um Unico copolimero em bloco anfifilico da
invencdo ou uma mistura de pelb menos dois de tais
copolimeros como os uUnicos agentes quimioterapéuticos.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A inveng¢do Jjuntamente com objetivos e vantagens
adicionais desta, podem ser melhor compreendidos com
referéncia a descrigdo a seguir tomada em conjunto com os
desenhos anexos, nos quais:

A Fig. 1 é um diagrama ilustrando os efeitos do
PLURONIC® F127 sobre a taxa de crescimento da linhagem

celular MCF-7 de céncer de mama humano.
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A Fig. 2 é um diagrama ilustrando os efeitos do
PLURONIC® F127 sobre a taxa de crescimento da linhagem
celular SK-BR-3 de cancer de mama humano.

A Fig. 3 é um diagrama ilustrando os efeitos do
PLURONIC® F127 sobre a taxa de crescimento de células
vasculares do misculo liso humano estimulado por FCS.

A Fig. 4 ¢é um diagrama ilustrando os efeitos do
PLURONIC® F127 sobre a taxa de crescimento de células
aérticas do misculo liso de rato estimulado por FCS.

A Fig. 5 é um diagrama ilustrando uma comparacdo da
citotoxidade mediada por célula do PLURONIC® Fl127 e Triton
X-100.

A Fig. 6 ¢é um diagrama ilustrando o efeito de
inibigdo do crescimento celular de diferentes copolimeros
em bloco anfifilicos sobre células do misculo liso vascular
humano estimulado por FCS.

A Fig. 7 é um diagrama ilustrando a correlacdo entre
a inibicdo da taxa de crescimento do PLURONIC® F127 sobre
células do misculo adértico de rato estimuladas e o efeito
do PLURONIC® F127 no bloqueio da 1ligacdo do fator de
crescimento de fibroblasto a receptores nas células de
misculo liso.

A Fig. 8 é um diagrama ilustrando o efeito do
PLURONIC® F127 no bloqueio da ligacdo do fator de
crescimento derivado de plaqueta aos receptores em células
do musculo liso adértico de rato.

A Fig. 9 é um diagrama ilustrando a densidade celular
em wuma fibra oca com células cancerigenas U967/gtb

implantada em camundongos com ou sem tratamento com

PLURONIC® P105.



10

15

20

25

30

6/51

A Fig. 10 é um diagrama ilustrando a densidade
celular em uma fibra oca com células cancerigenas H69
implantada em camundongos com ou sem tratamento com
PLURONIC® P105.

A Fig. 11 é um diagrama ilustrando o indice de
sobrevivéncia de células cancerigenas U937/gtb expostas a
diferentes copolimeros em bloco anfifilicos.

As Figs. 12A a 120 sdo diagramas ilustrando o indice
de sobrevivéncia de células cancerigenas U937/gtb expostas
a diferentes copolimeros em bloco anfifilicos.

E as Figs:. 13A a 13 C s3o diagramas ilustrando o
indice de sobrevivéncia de diferentes linhagens de células
cancerigenas expostas a PLURONIC® P84, F127 ou L121.

DESCRIGAO DETALHADA

A presente invencdo refere-se genericamente ao
tratamento de céncer e em particular ao uso de copolimeros
em bloco anfifilicos para inibir e réduzir a taxa de
crescimento e a taxa de proliferacdo de células
cancerigenas.

Os compostos ativos anti-cdncer da presente invencdo
sdo copolimeros em bloco anfifilicos de mondmeros
hidrofébicos e hidrofilicos. Os copolimeros em bloco,
desta forma, compreendem pelo menos uma parte soldvel em
dgua (hidrofilica) e pelo menos uma parte menos soldvel em
agua ou mesmo insoluvel em &gua (hidrofdébica). Nos
copolimeros em bloco presentemente preferidos, uma cadeia
central hidrofébica ¢€é circundada por pelo menos duas
cadeias laterais hidrofilicas. Mais preferivelmente, a
cadeia central hidrofdébica apresenta uma primeira

extremidade de <cadeia <conectada a pelo menos uma,
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preferivelmente uma ou duas, cadeias laterais hidrofilicas
e apresenta uma segunda extremidade de cadeia conectada a
pelo menos uma, preferivelmente uma ou duas, cadeias
laterais hidrofilicas. As férmulas (II) e (III) abaixo

ilustram esquematicamente tais copolimeros em Dbloco

anfifilicos:

Xvz (M)

. |
1\ /21 | III)

Y
~
Xg™ T~zy

onde X, X;, X, e Z, Zi, Z, representam uma cadeia lateral
hidrofilica respectiva e Y representa uma cadeia central
hidrofébica. Em uma implementac¢do preferida X = 2, e X;=X,,
Z1=Z, e mais preferivelmente X;=X,=7,=2,.

Em uma realizacdo preferida, os copolimeros em bloco
anfifilicos da presente invencdo s3o copolimeros em bloco
de 6xido de etileno. Vérios de tais copolimeros diferentes
estdo disponiveis atualmente de diferentes fabricantes,
incluindo PLURONIC® e TETRONIC® da BASF Corporation.

Em resumo, O PLURONIC® é um copolimero de 6xido de
etileno (EO) e 6xido de propileno (PO) apresentando a

estrutura geral (III):
(EO) - (PO)n-(EO), (IV)
ou a estrutura mais detalhada (I):

HO- (CH;CH;0) - (CH,CHCH30) o~ (CH,CH;0) ,-H  (I)
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Em uma realizagdo preferida n = p.
A Tabela I abaixo lista vérios polimeros PLURONIC®
disponibilizados pela BASF e que podem ser utilizados de

acordo com a presente invencdo.

Tabela I - copolimeros PLURONIC®
m

Nome Peso Viscosidade Solubilidade Ponto de
molecular (cps) em H,0 a fusdo (2C)
médio (g/mol) 252C (%)
L31 1100 175* >10 -
L35 1900 375%* >10 -
L43 1850 310* >10 -
L44 2200 440%* >10 -
L6l 2000 325% insoluvel -
L62 2500 450* >10 -
L64 2900 850* >10 -
L81 2750 475* Insoluvel -
L92 3650 700%* >1 -
L101 3800 800* insoluvel -
L121 4400 1200% insoluvel -
P65 3400 180** >10 -
P84 4200 280** >10 -
P85 4600 310** >10 -
P103 4950 285** >10 -
P104 5900 390** >10 -
P105 6500 750** >10 -
P123 5700 350%** >10 -
F38 4700 250* ** >10 48

F68 8400 1000*** >10 52
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Nome Peso Viscosidade Solubilidade Ponto de

molecular (cps) em H,0 a fusdo (=C)
médio (g/mol) 252C (%)

F77 6600 480*** >10 48

F87 7700 700 *** >10 49

F88 11400 2300%*** >10 54

FOo8 1300 2700%** >10 58

F108 14600 2800*** >10 57

F127 12600 3100*** >10 56

e L ——————,——— — — — ————— ——————————————

* Viscosidade [Brookfield] 252C
** Viscosidade [Brookfield] a 602°C

**%* Viscosidade [Brookfield] a 77¢C

Como sabido na técnica, a designacdo alfabética do
nome do produto PLURONIC® denota a forma fisica do produto
a 25¢C, onde “L” representa a forma liquida, “P” representa
a fora de pasta e “F” representa a forma sdélida. 0
primeiro digito ou os dois primeiros digitos em um nome de
produto com trés digitos multiplicados por 300 indicam o
peso molecular médio aproximado da cadeia central
hidrofdébica de éxido de propileno. O uUltimo digito, quando
multiplicado por 10, indica o teor de 6éxido de etileno
aproximado (em %) do polimero. Este teor de 6xido de

etileno pode ser calculado pela equacdo (1):

44(n + p)
44(n+ p)+58m

EO = (1)

onde m, n e p sdo definidos na estrutura (I).
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Se a parte hidrofdébica ou solivel em lipideo (PO) é
reduzida em demasia, isto é, m é um numero integrador
pequeno, o efeito inibidor de crescimento €& reduzido
consideravelmente. Como conseqiéncia, os copolimeros
PLURONIC® preferidos da presente invencdo sdo, por esta
razdo, aqueles que apresentam uma parte hidrofdébica que é
de pelo menos 2000 g/mol, isto ¢é, aqueles polimeros
PLURONIC® da Tabela I que apresentam um nome de produto com
trés digitos ou em que o primeiro digito no nome do produto
é acima de seis.

Adicionalmente, mostrou-se também que os copolimeros
PLURONIC® apresentando um teor hidrofilico alto, isto &, um
teor de ¢éxido de etileno aproximado de cerca de 80% ou
mais, apresentam o efeito anti-clncer menos efetivo dos
copolimeros testados. Estes copolimeros apresentam um 8
como ultimo digito no nome do produto na Tabela I.

Se o teor de 6xido de etileno do copolimero em bloco
é muito baixo em relagdo ao teor de éxido de propileno, o
copolimero é menos soluvel em &gua ou mesmo insolivel em
agua. Tais copolimeros em bloco podem ser menos uteis
clinicamente na medida em que entdo um solvente ndo aquoso
deve ser utilizado.

Além disto, se tanto m, n e p na estrutura (I) forem
muito baixos, tal como L31, L42, L43, L44, L61, L62 e L63,
isto é, um copolimero em bloco hidrofébico relativamente
curto, o polimero se torna tdéxico tanto para cce
cancerigenas quanto para células n3o cancerigenas. Como
conseqiéncia, concentra¢des farmacéuticas mais baixas devem

ser utilizadas para tais copolimeros.



10

15

20

25

11/51

Exemplos de copolimeros PLURONIC® atualmente
preferidos incluem F127, P94, P105, P123, F87 e L121 e em
particular F127.

Foram conduzidos experimentos nos quais uma das

cadeias laterais hidrofilicas de um copolimero PLURONIC® é

removida. Em tal caso, o efeito inibidor é
consideravelmente reduzido ou mesmo perdido. Como
conseqiéncia, copolimeros anfifilicos preferidos da

presente invencdo compreendem pelo menos duas cadeias
hidrofilicas (6xido de polietileno) conectadas a uma cadeia
hidrofdébica (éxido de polipropileno).

Outros copolimeros relacionados que podem ser
utilizados de acordo com a invencdo sdo os polimeros
TETRONIC® também disponibilizados pela BASF Corporation.
Estes copolimeros podem ser representados pela seguinte

estrutura (V):

| - R
Hf(OCHgQHg)yfT‘ (OH CHZC)XJ\ | (CHzQHO),(:f_‘CH2C320)y —H
SR o , N CHy-CH— N = - A
H—(OCH;CHy) - (OHOH e R _(cH_ztizHo»(_'_j.(Cﬂzc&zo)y-—a

B CH, . CHy

A Tabela II abaixo lista algumas propriedades dos

. ®
polimeros TETRONIC .
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Tabela II - copolimeros TETRONIC®
%
st ————————————————————————————————————————

Nome Peso Viscosidade Solubilidade Ponto de
molecular (cps) em H,0 a fusdo (2C)
médio (g/mol) 252C (%)
304 1650 450* >10 -
701 3600 600* insoluvel -
901 4700 700% insoluvel -
904 6700 320** >10 -
908 25000 325%x* >10 58
1107 15000 1100*** >10 51
1301 6800 1000* insoluvel -
1307 18000 2700*** >10 54

* Viscosidade [Brookfield] 252eC
** Viscosidade [Brookfield] a 60eC

*** Viscosidade [Brookfield] a 77°C

Destes copolimeros TETRONIC®, o) TE'I‘RONIC® 1307 é um
copolimero anfifilico atualmente preferido de acordo com a
presente invencdo. O copolimero 1307 apresenta um efeito
anti-céncer eficiente, enquanto sendo soldvel em adgua e
relativamente ndo téxico a células ndo em proliferacio.

Também outros copolimeros em bloco anfipdticos
(anfifilicos) podem ser utilizados de acordo com a
invencédo. Por exemplo, um copolimero apresentando uma
cadeia central de poliestireno conectada as respectivas
cadeias laterais de 6xido de polietileno, apresenta um
efeito inibidor de crescimento. Desta forma, a presente
invencdo engloba também outro copolimero em bloco

anfifilico além dos compreendendo uma cadeia de 6xido de
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polietileno e cadeias laterais de 6éxido de polietileno
miltiplas.

A BASF Corporation tem também outros copolimeros em
bloco anfifilicos relacionados que se relacionam com os
copolimeros PLURONIC® e 'PETRONIC®. 0 PLURONIC® R é um
copolimero no qual o 6xido de etileno e o &éxido de

propileno apresentam locais alterados em comparacdo com o

PLURONIC® . Em outras palavras, o polimero apresenta a
seguinte estrutura geral:
HO- (CH,CHCH;30) - (CH2CH20) - (CH,CHCH30).-H (VI)

A Tabela III lista tais copolimeros disponiveis.

rd ®
Tabela III - copolimeros PLURONIC R
“

Nome Peso Viscosidade Solubilidade Ponto de

molecular (cps) em H,O0 a fusdo (2C)
médio (g/mol) 252C (%)

10R5 1950 440* >10 -

17R2 2150 450* >10 -

17R6 2650 600* >10 -

25R4 3600 1100* >10 -

31R1 3250 660* >1 -

m
* Viscosidade [Brookfield] a 25°cC.

Correspondentemente, copolimeros nos quais o éxido de
. L. . ®
etileno e o 6xido de propileno do TETRONIC apresentam

locais alterados sdo denotados como polimeros TETRONIC® R.
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A Tabela IV lista tais polimeros disponibilizados pela BASF

Corporation.

Tabela IV - copolimeros TETRONIC® R

. 0000000000000 0000 O O O OO OO O OO

Nome Peso Viscosidade Solubilidade Ponto de
molecular (cps) em H,O a fusdo (2C)
médio (g/mol) 252C (%)
150R1 8000 1840* insoluvel -
90R4 6900 3870* >10 -

m

5 * Viscosidade [Brookfield] a 25eC.

Deve ser observado que quando o peso molecular dos
copolimeros ¢é colocado neste documento, significa o peso
molecular tedrico médio. Como bem conhecido de um

10 especialista na técnica, em uma dada Dbatelada de um
copolimero particular nem todas as moléculas do polimero
irdo apresentar comprimento e peso molecular idénticos.
Desta forma, um dado peso molecular é um valor médio e h&
uma distribuicdo em torno deste valor médio. A mesma

15 discussdo da distribuicdo em torno de um valor médio se
aplica a hidrofilicidade do copolimero, por exemplo, tal
como expressa pelo teor médio de 6xido de etileno do
polimero.

Os copolimeros da invencéé‘lo s8o inibidores efetivos do

20 crescimento de céncer in vitro mesmo em doses muito baixas.
O efeito de inibic8o de crescimento é, além disto, mais
pronunciado em células cancerigenas de crescimento répido
quando em comparagao com células cancerigenas de

crescimento lento. Adicionalmente, pelo menos alguns dos
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polimeros em bloco anfifilicos da presente invencdo nédo
apresentam qualquer funcdo afetando a proliferacdo de
células ndo cancerigenas, a ndo ser que sejam estimuladas
pela adicdo de fatores de crescimento diferentes.

Os copolimeros podem ser utilizados para reduzir e
normalizar a taxa de crescimento de diferentes tipos de
linhagens de célula cancerigena. Os copolimeros, além
disto, parecem reduzir a alta proliferacdo para a taxa de
crescimento normal, mas ndo além. Como conseqiéncia, as
células ndo cancerigenas ndo serdo afetadas uma vez que Jja
proliferam na taxa de crescimento normal baixa.

Uma vez a taxa de crescimento das células
cancerigenas ter sido reduzida, o sistema imunoldégico do
paciente (humano) pode mais efetivamente 1lidar com e
combater as células cancerigenas de maneira a eliminar o
cancer.

Os copolimeros da presente invencdo podem também
atuar na preveng¢do ou pelo menos na reducdo da taxa na qual
a mutagdo ocorre nas células cancerigenas. Esta observacdo
é extremamente importante, uma vez que reduz o risco de
formagdo de células cancerigenas que, devido as mutacdes,
sdo malis propicias a evitar ou combater os mecanismos de
defesa inerentes ao céncer de um individuo.

De acordo com a inveng¢do, os copolimeros em bloco
anfifilicos podem ser providos como formulacdes
farmaceuticamente aceitdveis, utilizando-se métodos de
formulacdo conhecidos dos especialistas na técnica. Estas
formulagdes podem ser administradas por rotas padrdo. Em
geral, o copolimero pode ser administrado por via

intravenosa, subcuténea, bucal, retal, dérmica, nasal,
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oral, brdénquica, tépica, por qualquer outra rota parenteral
ou por inalacdo, na forma de uma preparacdo farmacéutica
compreendendo o ingrediente ativo em uma forma de dosagem
farmaceuticamente aceitédvel.

Uma rota de administracdo atualmente preferida é uma
administracéado intravenosa, na qual a composicédo
farmacéutica compreende o copolimero anfifilico da invencdo
em uma solucdo de um solvente selecionado.

Em uma realizacdo de administracdo particular, a
solugdo contendo o copolimero € injetada uma vez ou
preferivelmente miltiplas vezes a uma pessoa necessitando
de tratamento de céncer. E também possivel se empregar uma
administracdo continua ou semi-continua do medicamento a
partir, por exemplo, de uma bomba médica ou outro
equipamento de administracédo. Também administracdes por
meio da assim chamada liberacdo lenta é possivel e dento do
escopo da presente invencgédo.

Em uma outra realizacdo particular, uma administracédo
local no ou em conexdo com o tumor pode ser utilizada para
possibilitar uma concentracdo local relativamente alta do
ingrediente ativo. Esta administracdo local pode ser
acompanhada de uma ou mais administracdes sistémicas.

Em geral, as formulacdes sdo preparadas por mistura
uniforme e intima do ingrediente ativo em associacdo com
veiculos preferivelmente liquidos ou algumas vezes veiculos
sb6lidos finamente divididos ou ambos, e entdo, se
necessario, formatacgdo do produto.

FormulacOes adequadas para administragdo parenteral
incluem solug¢des injetdveis estéreis aquosas e ndo aquosas

que podem conter anti-oxidantes, tampdes, bacteriostdticos
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e solutos que tornam a formulacdo isotdnica com o sangue do
receptor a que se destina, e suspensdes estéreis aquosas e
ndo aquosas que podem incluir agentes de suspensdo e
agentes espessantes. As formulacSes podem ser apresentadas
em recipientes de dose unitdria ou de dose miltipla, por
exemplo, ampolas e frascos selados, e podem ser armazenadas
em condigles de liofilizacg¢do requerendo apenas a adicdo do
veiculo 1liquido estéril, por exemplo, 4&gua injetédvel,
imediatamente antes da utilizacgéo.

Em particular para os copolimeros insoliveis em égﬁa
da presente invenc¢do, outros meios além dos meios aquosos
podem ser utilizados quando da injecdo dos férmacos. Um
exemplo de tal meio é polietilenoglicol (PEG). Outros
exemplos incluem emuls8es &6leo-em-4gua ou dgua-em-6leo. Um
6leo mineral ou outra substéncia oleosa tal como Drakeol
6VR ou Drakeol 5 (Penreco, Butler, PA) pode ser utilizado
como a fase oleosa da emulsédo. A fase aquosa pode ser
solucdo salina fisioldgica tamponada com fosfato ou outra
solucdo salina fisioldégica. A proporcdo de b6leo para agua
é preferivelmente entre aproximadamente 80:20 e 1:100.

Formulac¢des adequadas para administracdo oral podem
ser apresentadas como capsulas, pilulas ou tabletes cada um
contendo uma quantidade predeterminada do ingrediente
ativo, como pd ou gradnulos; como uma solucdo ou uma
suspensdo ou emulsdo em um liquido aquoso ou um liquido nio
agquoso. FormulacSes adequadas para administracdo tépica a
pele podem ser apresentadas como unglientos, cremes, géis e
pastas compreendendo o ingrediente a ser administrado em um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. Formulacdes para

administracgdo retal podem ser apresentadas como  um
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supositério com uma base adequada compreendendo, por
exemplo, manteiga de cacau ou um salicilato. Formulacgdes
adequadas para administrac¢do vaginal podem ser apresentadas
como pessarios, cremes, géis, pastas, espumas ou
formulagcles em spray contendo em adigcdo ao ingrediente
ativo veiculos conhecidos na técnica como apropriados.

Exemplos de formulagdes em dosagem unitdria sé&o
aquelas contendo uma dose ou unidade diaria, uma sub-dose
didria, conforme mostrado acima, ou uma fracdo apropriada
desta, do ingrediente administrado.

A dosagem maxima permitida que pode ser utilizada de
acordo com a presente invencdo depende, entre outros, da
toxidez do copolimero em bloco anfifilico particular, de
seu efeito anti-cdncer, isto é, do efeito inibidor sobre a
taxa de crescimento, e da rota de administracédo. A
concentracdo maxima permitida de um copolimero anfifilico
pode ser estimada de acordo com o estudo de toxidez
descrito na secdo dos Exemplos do presente documento. 0
resultado de tal estudo de toxidez em camundongos ou outro
animal pode ser entdo correlacionado com as concentracdes
maximas permitidas estimadas para outros animais, incluindo
humanos, utilizando-se técnicas bem conhecidas. Por
exemplo, pode ser utilizada a tabela de fator de converséo
de dosagem de Freireich et al. [17]. De acordo com esta
tabela de fator de conversdo um fato de conversdo de
camundongo para humano de cerca de 1/12 ¢é sugerido,
implicando no fato de se uma concentracdo de polimero
maxima de X% €& permitida em camundongos, a concentracdo
méaxima estimada correspondente em humanos é de cerca de

X/12%.
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Por exemplo, estudos de toxidez em camundongo
mostraram que a concentracdo de polimero madxima de cerca de
30% em peso pode seguramente ser injetada em camundongos
sem qualquer efeito colateral. 1Isto entdo corresponderia a
um limite de concentracdo de cerca de 2,5% em peso para
administracdo a humanos. Alguns dos copolimeros
anfifilicos listados acima da presente invencdo, incluindo
PLURONIC®, foram submetidos a estudos em fase clinica e
investigacdes extensivas quanto a toxidez.

As concentrag¢des utilizadas para a administracdo dos
polimeros podem ser determinadas pelo especialista na
técnica com Dbase nos procedimentos descritos acima.
Espera-se que uma concentracdo de polimero de até 30% em
peso, tal como até 25, 20, 25 ou 10% em peso, ou até 7,5%
em peso, preferivelmente 0,001 a 5% em peso, mais
preferivelmente pelo menos 0,01% em peso, tal como pelo
menos 0,1% em peso, pode ser uma concentracdo adequada.

Concentracodes adequadas podem ser aquelas que
produzem uma concentrag¢do média no sangue abaixo de 5% em
peso, provavelmente menos de 2,5% e especialmente menos de
1% em peso. Uma faixa de concentracgdo preferida é de entre
0,0001% em peso e 1% em peso do polimero, tal como acima de
0,01% em peso, ou acima de 0,1% em peso.

A presente invencdo pode ser utilizada em conexdo com
individuos animais, preferivelmente individuos mamiferos e
mais preferivelmente individuos humanos.

Os copolimeros da presente invencdo podem ser
utilizados para reduzir a taxa de crescimento de tumores de
diferentes 1linhagens e tipos de céncer. A presente

invencdo ¢é aplicdvel para diferentes tipos de céncer,
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incluindo, mas ndo se limitando a, sarcomas e carcinomas
humanos, Por exemplo, fibrosarcoma, mixossarcoma,
lipossarcoma, condrossarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma,
angiossarcoma, sarcoma endotelial, sarcoma linféngio,
sarcoma linfAngio endotelial, sinovioma, mesotelioma, tumor
de Ewing, leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma, cancer
pancredtico, céancer de mama, céncer de ovario, céncer de
préstata, carcinoma de célula escamosa, carcinoma de célula
basal, adenocarcinoma, carcinoma da gldndula sudoripara,
carcinoma da glédndula sebécea, carcinoma papilifero,
adenocarcinomas papiliferos, cistadenocarcinoma, carcinoma

medular, carcinoma broncogénico, hepatoma, carcinoma do

duto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma
embriondrio, tumor de Wilms, cédncer cervical, tumor
testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar de

célula pequena, carcinoma da bexiga, carcinoma epitelial,
glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma,
ependimoma, hemangioblastoma, oligodendroglioma, melanoma,

neuroblastoma e retinomblastoma, leucemias, por exemplo,

leucemia linfocitica aguda (ALL), e leucemia mielocitica
aguda (mielobléstica, promielocitica, mielomonocitica,
monocitica e eritoleucemia), leucemias crdnicas (leucemia
mielocitica crbénica, 1leucemia granulocitica crodnica e
leucemia lifocitica crbnica), policitemia vera, lifoma
(doenca de Hodgkin e doenca ndo de Hodgkin), mieloma

multiplo, macroglobulinemia de Waldenstrom e doenca de
cadeia pesada.

A composic¢do farmacéutica da presente invencdo pode
incluir um dos <copolimeros em Dbloco anfifilicos da

invencédo. Em uma realizacdo alternativa, a composicédo
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compreende uma mistura de pelo menos dois copolimeros em
bloco anfifilicos da invencédo.

Além disto, a presente invencdo pode ser utilizada
como um complemento a outras técnicas de tratamento de
cancer tradicionais, por exemplo, irradiacéo,
quimioterapia, tratamento com hormdénio, etc., para combater
céncer em um paciente.

Os polimeros da invengdo podem ser vantajosamente

utilizados em conexao com outros fédrmacos
quimioterapéuticos. Neste caso, pelo menos um de tais
farmacos quimioterapéuticos pode ser administrado

simultaneamente com ou seqlencialmente em relacdo a
administracdo do pelo menos um copolimero anfifilico da
presente invencédo.

Exemplos de agentes quimioterapéuticos adequados que
podem ser utilizados em conexdo com o0s copolimeros da
inveng¢do incluem:

e Agentes algquilantes, tais como cisplatina,

carboplatina, oxaplatina, mecloretamina,

ciclofosfamida, clorambucil;

e Anti-metabdlitos, tais como metotrexato,
azatioprina, maercaptopurina, tioguanina,
fludarabina, pentostatina, cladribina, 5-

fluoracil, floxuridina, citostina arabinosideo;

e antraciclinas, tais como daunorrubicina,
doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina,
mitoxantrona;

e alcaldbides vinca, tais como vincristina,

vinblastina, vinorelbina, vindesina;

¢ podofilotoxina, tais como etoposideo, teniposideo;
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e taxanos, tais como paclitaxel, docetaxel; e

e inibidores de topoisomerase, tais como irinotecan,
topotecan, amsacrina, etoposideo, etoposideo
fosfato, teniposideo.

Uma teoria possivel para o efeito de inibicdo do
crescimento dos copolimeros anfifilicos da invencdo é dada
a seguir. A presente invencdo, no entanto, ndo estd presa
de forma alguma a esta teoria. Os copolimeros séo
preferivelmente soluveis em &gua de tal forma que, pela
administracdo in vitro, podem alcancar e interagir com as
células cancerigenas. A parte hidrofdbica dos copolimeros
pode entdo penetrar na membrana celular e se ligar a esta.
As partes hidrofilicas evitam que o copolimero penetre
inteiramente na membrana. Isto significa «que os
copolimeros tipicamente serdo ancorados na superficie da
célula. Uma vez fixados na membrana, os copolimeros podem
exercer sua acdo inibidora de crescimento celular de
diferentes formas.

Os copolimeros anfifilicos podem se ligar a fatores
de crescimento e, desta forma, os desativar ou pelo menos
evitar que se liguem e ativem o0s receptores de crescimento
nas membranas das células cancerigenas. Isto foi observado
em experimentos com um dos copolimeros em bloco anfifilicos
da invencd3o que é capaz de bloquear a ligacdo do fator de
crescimento de fibroblasto 2 (FGF2, também chamado de FGF
basico) e do fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF) aos respectivos receptores nas membranas celulares.

Adicionalmente, o copolimero anfifilico poderia

bloquear receptores de crescimento na membrana e prevenir
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estes receptores de se unirem, o que é sempre necessario
para o envio de um sinal para a célula.

Adicionalmente, ou alternativamente, os copolimeros
anfifilicos podem ser ligar a receptores de crescimento e,
desta forma, os desativar ou pelo menos os bloquear
parcialmente e, desta forma, evitar que os fatores de
crescimento se liguem e ativem os receptores.

Alguns dos copolimeros em bloco anfifilicos da
presente invencdo foram previamente utilizados em conex&o
com agentes anti-neopléasicos. Por exemplo, sabe-se [18]
que uma combinacdo de um polimero PLURONIC® e Oéxido de
polietileno pode ser utilizada para reduzir a toxidez de um
agente anti-neopldsico e para aumentar a atividade anti-
cdncer i) pelo aumento da estabilidade do agente na
corrente sanguinea, 1i) tornando o agente mais soldvel ou
iii) pelo aumento do transporte do agente através das
membranas celulares. Sabe-se  também [19] que o0s
copolimeros em bloco PLURONIC® afetam varios mecanismos de
resisténcia a droga distintos incluindo inibicdo dos
transportadores de efluxo de farmaco, abolindo o seqgiiestro
de fédrmaco em vesiculas &4cidas e inibindo o sistema de
desintoxicacdo de glutiona/glutationa S-transferase. Todos
estes mecanismos de resisténcia a droga sdo dependentes de
energia e, desta forma, a deplecdo de ATP induzida pelos
copolimeros em bloco PLURONIC® em células cancerigenas
resistentes a multi-drogas € considerada como a razdo para
a quimiossensibilizacdo experimentada pela administracdo
combinada do antibidético antraciclina e copolimeros

PLURONI C® .
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Entretanto, até o momento ndo foi mostrado que
copolimeros em bloco anfifilicos, tais como os copolimeros
PLURONIC®, apresentam efeito anti-cé@ncer per se na forma de
inibicdo da proliferagcdo e taxa de crescimento de células
cancerigenas. Assim, ndo foi mostrado que um medicamento
anti-céncer efetivo pode compreender um copolimero em bloco
anfifilico da presente invencdo sem qualquer dos agentes
quimioterapéuticos do estado da técnica e ainda assim ser
efetivo na prevencdo ou tratamento do céncer.

Um primeiro aspecto da invengdo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um copolimero em
bloco anfifilico da presente invencdo como agente anti-
proliferacdo celular ou anti-crescimento celular. Este
aspecto refere-se também ao uso de um copolimero em bloco
anfifilico da invencd8o na fabricacdo de um medicamento
anti-proliferacdo celular ou anti-crescimento celular. A
invencdo também englbba um método in vitro de modulacéio,
isto ¢é, de redugdo ou mesmo inibicdo, da taxa de
proliferacdo ou taxa de <crescimento de uma célula,
preferivelmente uma célula cancerigena. Este método
envolve o contato da célula, preferivelmente a célula
cancerigena, com um copolimero em bloco anfifilico. 0
copolimero em bloco anfifilico é preferivelmente adicionado
no meio de cultura utilizado para a célula. Uma realizacdo

adicional refere-se a um método in vivo de modulac¢do, isto

é, de reducdo da taxa de proliferagdo ou taxa de
crescimento celular, preferivelmente uma célula
cancerigena. 0 método envolve a administracdo de uma

composicdo farmacéutica de acordo com o primeiro aspecto da

invencdo a um individuo, onde este individuo é um animal,
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preferivelmente um individuo mamifero e mais
preferivelmente um individuo humano.

Um segundo .aspecto da invencdo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um copolimero em
bloco anfifilico da presente invencdo como agente
quimioterapéutico para o tratamento ou prevencao de céncer
desde que o copolimero em bloco anfifilico nio seja o
PLURONIC® F68 (peso molecular médio de 8400 g/mol, teor
médio de 6xido de etileno de 81,8 + 1,9%, ponto de fusdo de
52¢2C e uma viscosidade Brookfield média de 1000 cps a 77°C
e uma estrutura quimica média de OH- (CH2CH20) go-
(CH(CH3) CH20) 27— (CH;CH,0) go—-H) . Uma outra realizacdo refere-
se ao uso de um copolimero em bloco anfifilico como agente
quimioterapéutico (agente ativo anti-céncer) na fabricac3o
de um medicamento para o tratamento ou prevencdo de céncer
desde que o copolimero em bloco anfifilico nso seja o
PLURONIC® F68. Este aspecto refere-se também a um método
para o tratamento ou prevencdo de cldncer em um individuo,
preferivelmente um individuo mamifero e mais
preferivelmente um individuo humano. O método envolve a
administracdo de uma composicdo farmacéutica de acordo com
0 segundo aspecto ao individuo.

Um terceiro aspecto da invengdo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um copolimero em
bloco anfifilico da presente invencdo para a reducdo ou
inibicdo da taxa de crescimento de células cancerigenas em
um individuo, preferivelmente um individuo mamifero e mais
preferivelmente um individuo humano, que sofre de céancer.
Uma realizacdo deste aspecto refere-se ao uso de um

copolimero em bloco anfifilico da invenc¢do na fabricacdo de
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um medicamento para a inibicdo ou redugcdo da taxa de
crescimento de células cancerigenas no individuo que sofre
de céncer. Este aspecto refere-se também a um método para
a redugdo da taxa de crescimento de células cancerigenas em
um individuo sofrendo de céncer, onde o método envolve a
administracdo da composicdo farmacdutica do terceiro
aspecto ao individuo.

Um quarto aspecto da invencdo refere-se a uma
composicdo farmacéutica compreendendo um copolimero em
bloco anfifilico representado pela férmula (IV) :

HO- (CH;CH;0) »- (CH(CH3) CH;0) .~ (CH,CH,0) p—H (IV)

onde m, n e p sdo cada um integradores, preferivelmente
integradores miltiplos, para o tratamento ou prevencdo de
cancer em um individuo, preferivelmente um individuo
mamifero e mais preferivelmente um individuo humano, desde
que o cancer ndo seja clncer do célon ou cancer do reto.
Uma realizagdo ensina que a utilizac3o da um copolimero em
bloco anfifilico representado pela férmula (IV) como um
agente quimioterapéutico na fabricacdo de um medicamento
para o tratamento ou prevengdo de clncer em um individuo
desde que o dito céncer ndo seja cédncer do célon ou cancer
do reto. Este aspecto refere-se também a um método para o
tratamento ou prevencdo de céncer diferente de céncer do
célon ou do cdncer do reto em um individuo pela
administragdo da composicdo farmacéutica do quarto aspecto
ao individuo.

Um quinto aspecto da invencdo refere-se a um método,

incluindo um método in vitro, para o bloqueio da ligacdo de
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um fator de crescimento a um receptor de fator de
crescimento em uma membrana celular de uma célula. 0
método compreende o contato da célula com um copolimero em
bloco anfifilico de acordo com.a presente invencdo.
EXEMPLOS

Nos experimentos, diferentes copolimeros em bloco
anfifilicos s&8o wutilizados. Os polimeros PLURONIC® e
TETRONIC® foram obtidos da BASF Corporation. O copolimero
em bloco anfifilico denotado por DORVAL 1 é uma variante de

. ® . £ .
um polimero PLURONIC , mas com a cadeia de éxido de etileno

central trocada por uma cadeia de poliestireno
correspondente. O copolimero em bloco foi adquirido da
Polymer Source Inc., Canada. O copolimero apresentava a
seguinte estrutura esquemdtica: (EO)x(St)y-(EO)x, onde x =

70 e y =~ 27, M,: PEO(3100)-PSt(2800)-PEO(3100) e M,/M,
1,11.

Inibigdo da taxa de crescimento de células de céancer
de mama.

O efeito do PLURONIC® F127 foi testado sobre o
crescimento celular de linhagens de célula de cancer de
mama humano cultivadas in vitro. A taxa de crescimento foi
determinada com a incorporacdo de 3H-timidina. Foram
examinadas uma linhagem de célula de cincer de mama de
crescimento agressivo, MCF-7, e uma linhagem de célula de
cdncer de mama de crescimento mais lento, SK-BR-3.

Resumidamente, cerca de 3 x 10* células foram
semeadas em placas micro-titulo de 24 pocos em 1,0 ml de
meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
suplementado com 10% de FCS (soro fetal bovino), insulina

(1 mg/100 ml) e 1% de antibidtico, e incubadas (ar umido,
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5% de COz, 37°C) durante a noite. Apds a incubacio por uma
noite, o meio foi removido a vAcuo utilizando-se pipetas
Pasteur esterilizadas e foi trocado por 1,0 ml de RPMI com
0,1% de FCS por pog¢o. Apds incubag¢do por uma noite, o RPMI
suplementado com diferentes concentracgdes (0,01, 0,1, 0,3,
1 e 2% em peso) de PLURONIC® F127 modulador de taxa de
crescimento e/ou 10% de FCS foram adicionados as células
(n=3). Em todos o0s pogos, exceto os pocos de controle e os
pocos com 1% de F127, foi também adicionado FCS aos pocos.
Os pogos foram incubados por cerca de 15 horas.

Foi adicionado 1 uCi/ml de 3*H-timidina (Amersham-
Pharmacia Biotech) por pog¢o e incubou-se por 4 horas. Ao
final do periodo de rotulagem, o meio foi removido e as
células foram enxaguadas duas vezes em PBS e fixadas com
TCA 10% (acido tricloroacético) gelado (4°C) por 10
minutos. O TCA foi entdo removido e as monocamadas foram
lavadas em etanol 95% e secadas ao ar a temperatura
ambiente por 20 minutos.

Posteriormente, 1,0 ml de NaOH 0,2 M foi adicionado
pPor pogo e incubou-se por pelo menos uma hora a temperatura
ambiente para dissolver as células. 1,0 ml do contetdo de
cada poco foi diluido em 4 ml de solucdo de cintilacdo
Highsafe II em tubos de cintilacdo de 5 ml. A
radioatividade foi medida em um contador beta.

Conforme pode ser observado nas Figs. 1 e 2, o
PLURONIC® F127 reduziu nitidamente o crescimento de ambas
as linhagens de célula de céncer de mama. O efeito foi
mais pronunciado no céncer de crescimento rapido (MCF-7)

onde 1% de PLURONIC® F127 reduziu a proliferacdo celular em

aproximadamente 80%. O efeito foi também pronunciado em
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SK-BR-3 onde o crescimento foi reduzido em aproximadamente
60%.

A adicdo de um estimulo de crescimento de FCS
aumentou a proliferacdo em SK-BR-3, mas ndo em MCF-7,
provavelmente porque a MCF-7 prolifera em si na taxa
méxima. Na ©SK-BR-3, o efeito do PLURONIC® F127 foi
aumentado em células estimuladas por FCS em comparac¢do com
as células ndo estimuladas.

0 PLURONIC® F127 foi efetivo como um inibidor da
proliferacdo mesmo na concentracdo mais baixa testada
(0,01% em peso).

Inibigdo da sintese de DNA em células de misculo liso
estimuladas.

Os experimentos descritos acima para a taxa de
crescimento foram também conduzidos in vitro em células do
misculo liso de humano, de rato e de coelho. Os
experimentos confirmaram que o PLURONIC® F127 inibiu a
sintese de DNA de maneira dependente de dose conforme
medida pela incorporacdo de timidina em células do misculo
liso vascular com crescimento estimulado (presenca de FCS
10%) de humano, rato e coelho. Entretanto, o PLURONIC®
F127 ndo afetou a taxa de crescimento de células de misculo
ndo estimuladas.

Resumidamente, para vasos maiores, o vaso dissecado
foi aberto e o endotélio foi retirado por raspagem com um
bisturi. O vaso foi virado e adventicio adicional foi
retirado por raspagem. Para os vasos menores, o endotélio
foi removido por lavagem do lumen do vaso com Triton X-100
0,1% por 10 segundos, seguindo-se lavagem com meio de

cultura DMEM (meio de Eagle modificado da Dulbecco).
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O vaso foi cortado em pecas menores, com cerca de 1x1
mm. As pecas do vaso foram transferidas para o frasco de
meio de cultura com DMEM suplementado com FCS 10% e
antibidético 1% para incubacdo por 10 dias. Para células
humanas, o meio DMEM foi suplementado também com soro
humano 10% (NHS).

Em uma passagem das células, o meio de cultura gasto
foi retirado com pipeta e descartado. As células foram
enxaguadas pela adicdo de PBS (10 ml/75 cm? de frasco) aos
frascos, tomando-se cuidado para ndo destruir a monocamada
célular. A monocamada € enxaguada agitando-se brandamente
o frasco para frente e para trés. O PBS foi removido e
descartado. Foi adicionada tripsina (3,5 ml/75 cm? de
frasco) aos frascos e os frascos foram agitados gentilmente
para se assegurar que as monocamadas por inteiro fossem
cobertas com a solugdo de tripsina.

Os frascos foram incubados por cerca de 3-5 minutos
até que as células comecassem a se soltar. Foram
adicionados 3,5 ml de FCS 10% por frasco para “neutralizar”
a tripsina e as solug¢les foram pipetadas para cima e para
baixo até que as células estivessem dispersas em uma
suspensdo unica de célula.

A solugdo foi centrifugada a 300 g por 5 minutos e o
sobrenadante foi removido e descartado. O pélete de célula
foi dissolvido em DMEM e transferido para dois novos
frascos de cultura.

Os experimentos de taxa de crescimento celular
(sintese de DNA) foram entdo conduzidos da mesma forma que
para as duas linhagens de célula de cancer de mama

descritas acima.
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A Fig. 3 ilustra os resultados da modulacdo da taxa

de crescimento do PLURONIC® F127 em células do misculo liso
vascular humano. Observa-se que o PLURONIC® F127 apresenta
uma inibicdo da taxa de proliferacdo dependente da dose em
células de musculo estimuladas com FCS. Os resultados
comparativos foram também obtidos para células de misculo
liso de rato e de coelho.

Em um estudo comparativo, foi investigado o efeito da
inibicdo da sintese de DNA em células de misculo liso
estimuladas com FCS (10%) do F1l27 e outros polimeros
PLURONIC®. Os resultados sdo apresentados na Tabela V
abaixo normalizados para a sintese de DNA (conforme
determinada wutilizando-se o método a base de timidina
descrito acima) das células de controle crescidas em meio
suplementado com FCS 10%. As células testadas foram
crescidas em meio suplementado com FCS 10% e um copolimero
a uma concentracdo de 10, 1 ou 0,1 mg/ml. Nestes testes, a
sintese de DNA das células de controle é considerada como
100% e as substédncias testadas foram expressas como
percentagem da sintese de DNA das células de controle.

Tabela IV - Inibicdo da sintese de DNA
e ——————————————

Polimero Sintese de DNA normalizada em relacdio a células FCS 10% (%)

PLURONIC® 10 mg/ml 1 mg/ml 0,1 mg/ml
L31 -39,0+6,8 3,416,8 91,5%4,1
F38 102,7+11,6 68,5%4,1 83,6%8,9
F68 131,8%6,8 93,2%6,8 97,7+5,7
F98 49,3+6,9 61,6%1,4 52,1%8,2
L121 47,7+2,3 95,5+0,9 127,3+11,4
P123 -9,6%1,6 68,0%8,0 108,8%5,6

F127 1,4+3,4 30,1#4,1 56,2+7,5
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Estes experimentos confirmam que os polimeros

PLURONIC® podem ser utilizados para a inibicdo da sintese
de DNA. Os experimentos mostram também que o PLURONIC® F68
ndo parece exercer qualquer efeito inibidor. Na
concentragdo mais alta testada (10 mg/ml), o L31 apresentou
uma tendéncia a matar as células.

Inibigdo do crescimento celular em células de misculo
liso estimuladas.

De maneira a confirmar que a inibicdo da sintese de
DNA fol devida ao numero reduzido de células, isto &,
inibicdo da taxa de proliferacdo, um método colorimétrico
foi utilizado para mensurar o nimero de células depois do
tratamento com PLURONIC® F127,

Células de misculo liso vascular de aorta de rato
foram obtidas utilizando-se o procedimento descrito acima.
Foram semeadas 5000 células de aorta de rato em 200 pl de
DMEM suplementado com FCS 10% por poco em uma placa
CellTiter 96™ AQueous (Promega) . As células foram deixadas
em incubagdo por cerca de 1 dia. O meio foi retirado por
pipeta e descartado e trocado por 200 Hl de DMEM com FCS
0,1% por poco.

Apés 2 dias, foi adicionado meio DMEM (controle
negativo), meio DMEM com FCS 10% (controle positivo), meio
DMEM com PLURONIC® F127 1 ou 5% ou meio DMEM com FCS 10% e
PLURONIC® F127 1 ou 5%, a poc¢os diferentes (n=3) e incubou-
se de acordo com o protocolo fabricante do ensaio de
proliferacdo/citotoxidade celular ndo radioativo CellTiter
96™,

Os pocgos foram entdo lavados trés vezes com PBS de

acordo com o protocolo do fabricante e foram entdo
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adicionados 20 ul de solugdo de MTS por poco. A placa foi
incubada por 1-4 horas e a absorbidncia foi medida a 490 nm.

Os resultados s&o ilustrados na Fig. 4. Observa-se
no diagrama que o método colorimétrico confirma a inibicdo
da taxa de proliferacdo celular do PLURONIC® F127 observada
utilizando-se o método de sintese de DNA descrito acima. O
PLURONIC® F127 inibiu o efeito estimulante do crescimento
do FCS, mas ndo apresenta qualquer efeito sobre células ndo
estimuladas.

Citotoxidade mediada por célula.

De maneira a se determinar se ao efeito de inibicdo
da proliferacdo celular do PLURONIC® F127 é devido a algum
efeito tdéxico do copolimero sobre as células, um teste de
citotoxidade mediada por célula foi realizado onde a
citotoxidade do PLURONIC® F127 foi comparada com Triton X-
100 1%, PEG 10000 e um outro polimero PLURONIC®, o P123.

O procedimento descrito acima utilizando o ensaio
proliferacdo/citotoxidade celular ndo radioativo CellTiter
96™ da Promega foi realizado utilizando-se diferentes
concentrac¢des de PLURONIC® F127, Triton X-100 1%, PEG 10000
1% e PLURONIC® P123 1%. A Fig. 5 ilustra o efeito
citotdxico de diferentes concentracdes de PLURONIC® F127
expressos em percentagem da citotoxidade do Triton X-100.
0 PLURONIC® F127 ndo exibe toxidez celular mesmo & mais
alta concentracdo testada de 5%. Entretanto, o outro
polimero PLURONIC® testado P123 exibiu citotoxidade
significativa comparativamente mais alta.

Estudo comparativo de copolimeros em bloco

anfifilicos.
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O efeito de inibig¢do da taxa de crescimento de outros

copolimeros em bloco anfifilicos além do PLURONIC® Fl127,
incluindo PLURONIC® F38, F68, F87, F98, PL05, Fl08 e
TETRONIC® T908, T1307 da BASF Corporation e DORVAL 1 da
Polymer Source Inc., foram testados em células de misculo
liso vascular humano estimuladas (FCS 10%).

Os experimentos foram realizados da mesma maneira que
o0 experimento de sintese de DNA a base de timidina descrito
acima e ilustrado na Fig. 3, com a diferenca de que as
concentragdes de 1, 0,1 e 0,01% em peso foram testadas por
copolimero em bloco.

Os resultados da inibig¢do da taxa de crescimento s3o
apresentados na Fig. 6, onde as taxas de crescimento foram
normalizadas em relacdo a taxa de crescimento celular mais
alta (T908 e 0,01% em peso).

Pode se observar na figura que o copolimero
apresentando o teor hidrofilico mais alto (cerca de 80%) ,
isto é, F38, F68, F108 e T908, mostrou o menor efeito de
inibicdo de crescimento celular em células de misculo liso
estimuladas por FCS. O copolimero F87 apresentou efeito
similar ao F127, enquanto que o P1058 alcancou o efeito
inibidor mais alto sob as condicgdes experimentais
presentes.

Experimentos de ligacédo.

Experimentos de teste foram conduzidos para se
determinar se o efeito inibidor da taxa de crescimento do
PLURONIC® F127 poderia ser mediado através do bloqueio da
ligacéo de diferentes fatores de crescimento aos
respectivos receptores em células de misculo liso de aorta

de rato.
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Células de aorta de rato preparadas como descrito
previamente foram adicionadas em meio de cultura (+ FCS
10%) a pocos de uma placa micro-titulo de 24 POGOosS a uma
concentracdo de cerca de 5000 células por poco. A placa
foi incubada durante a noite para possibilitar as células
formarem uma camada no fundo dos pocos. O meio de cultura
foi entdo substituido por meio de cultura suplementado com
FCS 0,1% e deixou-se incubar por dois dias.

O meio de cultura foi entdo removido e os poc¢os foram

lavados duas vezes com PBS. Foram adicionados 150 ul de

uma solugdo de NaCl com diferentes concentracdes de

PLURONIC® F127 (2, 1, 0,1, 0,01, 0,001 e 0,0001% em peso)
juntamente com 1 pl de '?°I-FGF2 (fator de crescimento de
fibroblasto 2 radiativamente rotulado) ou 1 pl de '25I-PDGF
(fator de crescimento derivado de plaqueta) diluido em uma
solugdo tampdo (NaCl 0,237 M, KCl 0,0054 M, KH,PO, 0,00044
M, CaCl, 0,00126 M, MgSO, 0,00018 M, HEPES 0,020 M e BSA
0,3%) e incubado por 30 minutos a 37¢cC. Os pocgos foram
entdo lavados cinco vezes com PBS (solucdo salina tamponada
com fosfato; 0,2 g de KCl, 0,2 g de KHPO4, 1,35 g de
Na,HPO4 e 8,0 g de NaCl por 1000 ml de H,0 destilada). Foi
entdo adicionado 1 ml de NaOH 0,2 M por pogo e a placa foi
colocada em um refrigerador durante a noite. A quantidade
de 1ligacdo dos fatores de crescimento radiativamente
rotulados foi entdo determinada por meio de determinacéo
gama.

Concluiu-se que o PLURONIC® bloqueia a 1ligacdo dos
dois fatores de crescimento a seus respectivos receptores
nas células de maneira dependente de dose. Adicionalmente,

como ilustrado na Fig. 7, existe uma correlacdo muito alta
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entre as concentragbes do F127 necessdrias para os efeitos
inibidores de crescimento e para a inibicdo da ligacdo de
FGF2. A Fig. 8 ilustra o correspondente efeito de bloqueio
de ligagdo do polimero F127 sobre PDGF radiativamente
rotulado. Como conseqiiéncia, o bloqueio desta ligacdo do
fator de crescimento aos receptores na membrana celular
pode ser pelo menos um dos mecanismos da inibicdo da taxa
de crescimento dos copolimeros em bloco anfifilicos da
presente invencdo.

Estudo de toxidez em camundongo.

Os experimentos foram conduzidos para investigar se o
PLURONIC® P105 produz reacSes téxicas apéds administracdo
intravenosa em camundongos.

Dez camundongos albinos NMRI, pesando cerca de 25 g
no inicio, foram utilizados para o experimento. Os animais
foram obtidas da Scanbur BK, e foram condicionados por uma
semana antes do inicio do estudo. Os animais foram
providos com alimento e dgua ad libitum.

A substéncia ativa PLURONIC® P105 foi provida em dois
volumes de solucdo de 10 e 50% em peso, respectivamente, do
copolimero em NaCl (9 mg/l) para a solucdo a 10% e em NaCl
(9 mg/l) e PEG para a solucdo a 50%.

Os animais foram separados em cinco grupos e foram
tratados i.v. em uma veia da cauda, uma vez ao dia por 5
dias. O volume injetado para todos os grupos foi de 150
Ml. As injecOSes foram realizadas durante 10 segundos.

e Grupo 1: PLURONIC® P105 50% (n=2)

e Grupo 2: PLURONIC® P105 40% (n=2)

e Grupo 3: PLURONIC® P105 30% (n=2)

e Grupo 4: PLURONIC® P105 20% (n=2)



10

15

20

25

30

37/51

e Grupo 5: PLURONIC® P105 10% (n=2)

Os pesos corporais foram registrados antes da
primeira administracdo e no dia 6. Os animais foram
observados para sinais clinicos de toxidez (qualidade do
pelo, salivacédo, lacrimacéo, diarréia, respiracéo,
distuirbios motores, apatia, tremor, convulsdes e coma)
durante 0-30 minutos as 1, 2, 3, 4, 8, 24, 48 e 72 horas
apés a administracdo da substlncia de teste.

Um estudo exploratédrio foi realizado em 2 camundongos
tratados com PLURONIC® P105 10% e em 2 camundongos tratados
com PLURONIC® P105 50%. Observou-se que o0s animais
tratados com a concentracdo de P105 mais baixa toleraram
bem o tratamento repetido, mas aqueles tratados com P105
50% mostraram caudas edematosas e hemoliticas j& na segunda
injecdo. Adicionalmente, estes dois animais mostraram
comportamento motor reduzido e foram subseqlientemente
sacrificados no terceiro dia apds o inicio do tratamento.
Neste ponto, decidiu-se tratar 6 camundongos com a
formulacdo 50% diluida com solucdo salina para 40%, 30% e
20%.

Os animais tratados com P105 40% mostraram
descoloracdo hemolitica branda das caudas no dia 2, a qual
persistiu durante o periodo de tratamento. Algum edema foi
observado. Estes animais mostraram também um ganho de peso
reduzido, ver Tabela VI.

Observou-se que os animais que receberam injecdo com

as diluicdes de 20% e 30% toleraram bem o tratamento.
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Tabela VI - ganho de peso dos camundongos
e ———————————

Concentracdo de PLURONIC® Ganho de peso médio no dia 6
P105 (g)
40% 0,1
30% 7,2
20% 14,9
10% 6,1

E

Teste de implante de fibra oca.

Foram conduzidos testes para se investigar se o
PLURONIC® P105 inibiu o crescimento de célula tumoral em um
modelo de fibra oca em camundongo.

Dezoito camundongos albinos NMRI, pesando cerca de 25
g na chegada, foram utilizados para o experimento. Os
animais foram obtidos da Scanbur -BK, e foram condicionados
por uma semana antes do inicio do estudo. Os animais foram
providos com alimento e &gua ad libitum.

O enchimento das fibras foi realizado no Hospital da
Universidade de Uppsala, Departamento de Farmacologia
Clinica. As fibras foram preenchidas com as seguintes
células tumorais: fibras amarelas com U936/gtb e fibras
azuis com H69.

Apdés raspagem do pelo e desinfeccdo, uma pequena
incisdo de pele foi feita, sob anestesia com isoflurano,
nas costas dos animais. Trés fibras, duas amarelas e uma
azul, foram implantadas subcutaneamente de maneira
randdmica e a incis8o na pele foi fechada utilizando-se

grampos .
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Os animais foram separados em trés grupos e foram
tratados como se segue intravenosamente em uma veia da
cauda uma vez ao dia por 5 dias iniciando-se imediatamente
apés o implante:

e Grupo 1: PLURONIC® P105 10% diluido em NaCl (n=6)

° Grupo 2: PLURONIC® P105 25% diluido em PEG e NacCl

(n=6)

¢ Grupo 3: veiculo (n=6)

Os pesos corporais foram registrados antes da
primeira administracdo e antes da eutandsia. Os animais
foram observados diariamente para sinais de alteracdo na
ingestdo de alimentos, atividade, etc., como sinais de uma
alteracdo do estado de saude geral. Seis dias depois do
implante das fibras, os animais foram anestesiados com
isoflurano e aproximadamente 250 MLl de sangue foram obtidos
do plexo orbital para a hematologia. Posteriormente os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as
fibras foram retiradas e colocadas em meio de cultura
celular (37°C) antes da avaliacdo da densidade celular e da
viabilidade celular.

A avaliacéo estatistica foi realizada com a
utilizagdo do programa Graph Pad Prism versdo 4 {(Graph Pad
Software Inc., San Diego, EUA) em um computador HP Compc dx
2000 em Windows XP. Foi utilizado o teste One-way ANOVA
com as comparacdes multiplas de Tukey para se testar
estatisticamente as diferencas nos parametros de
hematologia entre os grupos de tratamento. Foi utilizado o
teste t pareado para testar estatisticamente as diferencas

em pesos antes e depois dos tratamentos.
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Ndo ocorrem quaisquer sinais evidentes de alteracdo
no estado de saude em qualquer dos animais. N&o ocorreram
quaisquer diferengas estatisticamente significativas dentro
dos grupos no que diz respeito aos pesos antes e depois do
tratamento.

Foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos nos parédmetros de
hematologia: RBs (p=0,0127, grupo 1 x grupo 3 e grupo 2 X
grupo 3), HGB (p=0,021, grupo 1 x grupo 3 e grupo 2 X grupo
3) e PLT (p=0,0006, grupo 1 x grupo 3 e grupo 2 x grupo 3),

ver Tabela VII.

Tabela VII - par@metros de hematologia

“
_— R —S——S—“—

Grupo WBC (10°/1) RBC (10%?/1) HGB (g/1) HCT (1/1) PLT (10°/1)

1 9,6%1,1 7,87+0,56 132,848,9 0,460+0,144 1014%103,5

2 7,6%1,6 7,94+0,47 134,7+6,1 0,403+0,021 947,0+61,6

3 8,9+1,6 8,65%0,15 148,2+3,8 0,439+0,015 744,7+107,0
E———— - — =S oro oIV YD) /e, [EIV/ U

A densidade celular nas fibras foi significativamente
reduzida (p<0,05) nas fibras contendo U937/gtb tratadas com
a dose alta de PLURONIC® P105 em comparacdo com o controle.
Uma tendéncia semelhante foi observada também para as
células implantadas nos animais tratados com a dose baixa
de P105, ver Fig. 9. Uma tendéncia na direcdo dos valores
mais baixos de densidade celular médio foi também observada
para a linhagem celular H69 ns animais tratados com o

copolimero, ver Fig. 10.
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Estimativa in vitro da atividade citotéxica dos
copolimeros.

O presente estudo tem por objetivo a investigacdo da
atividade citotdxica de diferentes copolimeros PLURONIC® e
TETRONIC®. Como sistemas modelo, foi utilizado um painel
bem definido de 10 1linhagens de célula tumoral humana
selecionadas e wuma linhagem de célula de cAncer de
préstata. Trés compostos, selecionados apéds varredura na
linhagem de célula de linfoma sensivel U936/gtb, foram
investigados em todas as linhagens celulares.

Um sistema modelo utilizado neste estudo é um painel
de linhagem celular de dez 1linhagens de célula tumoral
humana [3]. Este conceito se origina do National Cancer
Institute (NCI) nos EUA, onde um painel de linhagem celular
com aproximadamente 60 linhagens celulares diferentes
(representando a maioria das formas de céncer humano) &
comumente utilizado para definir o perfil de atividade de
um composto novo [4]. O painel de linhagem celular pode
classificar agentes com sucesso na medida em que
relacionado com um grupo mecanistico especifico (por
exemplo, inibidores de anti-metabdlitos, alquilantes,
topoisomerase II) pela utilizagdo de andlise de correlacdo
[51. Foi demonstrado no passado que um nuUmero mais
limitado (10) de 1linhagens de célula de tumor humano
representando tipos definidos de resisténcia a droga
citotdéxica pode ser utilizado com sucesso para a avaliacdo
inicial e classificagdo mecanistica preliminar de agentes
anti-céncer [6].

Células tumorais podem ganhar resisténcia a drogas

citotdxicas, e exemplos de mecanismos de resisténcia
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conhecidos sd@o a glicoproteina P (Pgp) e a proteina
associada a resisténcia multi-droga (MRP) , atividade
aumentada dos sistemas de desintoxicacdo celular, funcgdo
alterada das enzimas nucleares alvo como a topoisomerase II
(topo II) bem como fungcdo de ligacdo a tubulina alterada e
redistribuigdo sub-celular do fdrmaco. O painel de
linhagem celular utilizado contém linhagens celulares que
expressdo alguns destes fendtipos [3].

As bombas de efluxo de farmaco, por exemplo, Pgp e
MRP, mostram baixa especificidade para substratos e, desta
forma, contribuem para a sensibilidade reduzida a agentes
de varias classes, por exemplo, alcaldide vinca,
antraciclinas, taxanos, epipodofilotoxinas e outros
fdrmacos [7].

Culturas primdrias de células tumorais humanas sdo um
sistema modelo alternativo que recebeu relativamente pouca
atencdo no contexto da selecd3o e desenvolvimento de novos
farmacos. Entretanto, foi demonstrado que ensaios in vitro
realizados em culturas primdrias de diferentes tumores se
correlacionam bem com a atividade especifica clinica do
tipo tumor [8].

A combinagdo de diferentes férmacos citotdéxicos e a
criagdo de prepara¢des de fdrmacos incluindo compostos que
aumentam a absor¢do do farmaco ou o efeito do farmaco, é um
campo crescente na quimioterapia de céncer. Foram
propostos numerosos métodos de realizacdo e interpretacdo
de estudos pré-clinicos a respeito de interacdes entre
fadrmacos. Quando dados de agentes Unicos e suas
combina¢des sdo disponibilizados em concentracdes fixadas,

0 “conceito multiplicativo” (modelo aditivo) €& comumente
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utilizado. Aqui, uma interacdo aditiva é definida como uma
combinagcdo de dois fadrmacos que resulta em uma fracédo
sobrevivente iguala o produto das fracdes sobreviventes dos
agentes em separado, o que poderia indicar uma acdo
independente dos farmacos [9]. Se o efeito da combinacio
supera o efeito aditivo, a interacdo é sinérgica.

De maneira a avaliar os padrdes de atividade dos
fédrmacos, foi wutilizado um painel de linhagem celular
humana de quatro linhagens celulares parentais sensiveis,
cinco sub-linhagens resistentes a droga, representando
diferentes mecanismos de resisténcia, e uma linhagem
celular com resisténcia primdria. As linhagens celulares
incluidas eram a linhagem de célula de mieloma RPMI 8226/S
e suas sub-linhagens 8226/Dox40 e 8226/LR-5 (cedidas
gentilmente por W.S. Dalton, Dept. of Medicine, Arizona
Cancer Center, University of Arizona, Tucson, AZ), as
linhagens de célula de linfoma U-937/gtb e U-937-Vcr
(cedidas gentilmente por K. Nilsson, Dept. of Pathology,
University of Uppsala, Suécia), a linhagem celular SCLC
NCI-H69 e suas sub-linhagens H69AR (American Type Culture
Collection; ATCC, Rockville, MD), a linhagem de célula de
adenocarcinoma renal ACHN (ATCC) e a linhagem de célula
leucémica CCRF-CEM e suas sub-linhagens CEM/VM-1 (cedidas
gentilmente por W.T. Beck, Dept. of Pharmacology, College
of Medicine, University of Tennessee, Memphis, TN).

A 8226/Dox40 foi selecionada para resisténcia a
doxorrubicina e mostra o fendtipo MDR cléssico com super-
expressdo da glicoproteina P 170 (Pgp) [10]. A 8226/LR-5
foi selecionada para resisténcia a melfalano, proposta como

sendo associada com niveis aumentados de GSH [11]. A U-
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937-Vcr foil selecionada para resisténcia a vincristina,
proposta como sendo associada a tubulina [12]. A H69AR,
selecionada para resisténcia a doxorrubicina, expressa um
fendétipo MDR proposto como sendo mediado por MRP [13]. A
CEM/VM-1, selecionada para resisténcia de teniposideo,
expressa uma MDR atipica, a qual é proposta como sendo
assocliada a topoisomerase II (topo II) [14]. O mecanismo
exato de resisténcia para a linhagem celular ACHB
resistente ndo € conhecido e pode ser multifatorial [15].

As linhagens celulares foram cultivadas em meio de
cultura completo descrito acima a 37°C em atmosfera umida
contendo 5% de CO,. A 8226/Dox40 foi tratada uma vez por
més com doxorrubicina a 0,24 ug/ml e a 8226/LR-5 a cada
troca do meio com melfalano a 1,53 upug/ml. A U-937-Vcr foi
cultivada continuamente na presenca de 10 ng/ml de
vincristina e a H69AR foi alternadamente alimentada com
meio livre de fdrmaco e meio contendo 0,46 ug/ml de
doxorrubicina. A linhagem celular CEM/VM-1 foi cultivada
em meio livre de fdrmaco sem qualquer perda de resisténcia
por um periodo de 6-8 meses. Os padrdes de resisténcia das
linhagens celulares foram confirmados rotineiramente em
experimentos de controle.

Células PC-3 de céncer de prdstata humano foram
obtidas da American Type Culture Collection (Rockville,
MD) . Foram cultivadas em meio de Eagle modificado da
Dulbecco suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina

G e estreptomicina.
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Tabela VIII - Linhagens celulares de tumor humano
_—K

10

Linhagem Origem Agente Resisténcia
Celular selecionador associada
CCRF-CEM Leucemia
CEM/VM-1 Leucemia teniposideo topoisomerase
IT
ACHN Céncer renal resisténcia
primdria
NCI-H69 Céncer pulmonar de
célula pequena
H69AR Cancer pulmonar de doxorrubicina MRP
célula pequena
RPMI 8226/S Mielona
8226/dox40 Mieloma doxorrubicina Pgp
8226/LR5 Mieloma melfalano glutationa
U-937 GTP Linfoma
U-937-vcr Linfoma vincristina tubulina
PC-3 Céncer de prdstata

Um meio completo consistindo no meio de cultura RPMI-

1640 tamponado com carbonato (HyClone, Cramlington, UK)

suplementado com FCS desativado 10%, glutamina 2 mM, 50
Mg/ml de estreptomicina e 60 pg/ml de penicilina, foi
utilizado para todas as linhagens celulares. FDA (Sigma,
St. Louis, MO) foi dissolvido em DMSO e mantido congelado
(-20°C) como uma solucdo estoque protegida da luz.

Os compostos de teste foram dissolvidos de acordo com

a Tabela IX abaixo.
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Tabela IX - Substlncias de teste

Copolimero Quantidade PEG (g) NaCl EtOH 95%
agente (g) (9 ml1/1) (g) (g)
L31 0,6 1,0 0,2
L121 0,6 1,0 0,2
F38 0,6 1,0 0,2
F127 5 4 1
F68 5 4 1
T1307 0,6 1,0 0,2
P105 0,6 1,2
P84 0,6 1,0 0,2
F87 0,6 1,0 0,2
P123 0,6 1,0 0,2

F88 0,6 ' 1,0 2

A parte principal da varredura primdria foi realizada
em uma primeira batelada de substdncias (F127 e F68)
dissolvidas em cloreto de sdédio e etanol apenas. Em varios
experimentos a atividade foi comparada entre copolimeros
dissolvidos em NaCl e etanol e dissolvidos em PEG e etanol,
e ndo ocorreram diferencas significativas na poténcia. Por
simplicidade, assumiu-se que a concentracdo da substéncia
de teste em todos os frascos recebidos como sendo de 50% em
peso. Diluic¢des adicionais destas foram realizadas com
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS; Sigma Aldrich)
para solucgdes claras.

Células tumorais foram semeadas nas placas de 96
pogos preparadas com o fadrmaco a uma densidade celular de

cerca de 20000 células/poco.



10

15

20

25

47/51

Um ensaio de citotoxidade em micro-cultivo
fluorimétrico (FMCA) baseado na determinacdo da
fluorescéncia gerada a partir da hidrdélise de FDA a
fluoresceina por células com membranas plasmdticas intactas
e como previamente descrito em detalhes [16] foi utilizado.
As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera umedecida
contendo 5% de CO; por 72 horas. Ao final do periodo de
incubag¢do, as placas foram centrifugadas (1000 rpm, 5
minutos) e o meio foi removido por aspiracédo. Apds uma
lavagem em PBS, foram adicionados 100 Ml/poco de FDA
dissolvido em um tampdo fisioldégico (10 Hg/ml). As placas
foram incubadas por 45 minutos e a fluorescéncia gerada por
cada pog¢o foi determinada em um fluordmetro de varredura de
96 pPOGos (Fluoroscan IT, Labsystems Oy, Helsinki,
Finléndia). A fluorescéncia é proporcional ao numero de
células intactas no poco.

Os critérios de qualidade para uma andlise de sucesso
incluiram um sinal de fluorescéncia nos pocos de controle
de mais de cinco vezes o valor do branco médio, um
coeficiente médio da variagdo (CV) nos pocos de controle de
menos de 30% e mais de 70% de células tumorais na
preparacdo celular antes da incubacdo. Os experimentos
foram realizados duas vezes, os valores médios foram
utilizados.

A sobrevivéncia celular é apresentada como indice de
sobrevivéncia (SI), definido como a fluorescéncia nos pocos
experimentais em percentagem em relacdo aos pocos de
controle, com valores dos pocos de branco subtraidos.

Todos os experimentos de linhagem celular foram realizados
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pelo menos duas vezes, e todos os dados foram incluidos na
andlise.

Os dados de experimentos de painel de linhagem celular
foram comparados com uma base de dados contendo dados de
mais de 150 diferentes compostos incluindo os agentes
citotdxicos utilizados mais comuns. Para este propdsito, um
IC50 foi calculado para cada farmaco e cada linhagem
celular, definido como a concentracdo do fdrmaco incluindo
um indice de sobrevivéncia de 50% utilizando-se regressdo
log-linear simples. O conjunto de dez valores de IC50 para
cada farmaco foi correlacionado utilizando-se o coeficiente
de correlagdo de Pearson com o correspondente conjunto de
dados de outros féarmacos na base de dados. A partir destes
IC50s um padrdo de atividade foi também apresentado
utilizando Delta, definido como o desvio do log de IC50 de
uma linhagem celular do log médio de IC50 no painel de
linhagem celular. Estes cdlculos foram realizados de acordo
com Dhar et al. [3], modificados a partir dos procedimentos
utilizados no National Cancer Institute

(www.dtp.nci.nih.gov) .

Os dados de concentracdo-efeito de ambos os painéis de
linhagem celular foram ajustados para uma equacdo dose-
resposta sigmoidal com inclinacdo varidvel, utilizando-se a
regressdo ndo 1linear no programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA). Os wvalores 0 e 100% de
sobrevivéncia celular foram estabelecidos como o efeito
méaximo e a linha de base, respectivamente, e o EC50
(concentragdo produzindo 50% de efeito) foi previsto pelo

ajuste da curva. Os fatores de resisténcia foram calculados
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como a razdo entre o EC50 na linhagem celular resistente e
na parental nos pares de linhagem celular [3].
Os compostos mantiveram sua atividade citotdxica apds
4 semanas de armazenamento em placas micro-titulo a -702C.
5 As curvas concentracgdo-efeito foram similares quando se
utilizou placas que foram armazenadas por 4 semanas e quando
se utilizou placas preparadas recentemente (ndo mostrado) .
As curvas concentracdo-efeito para todos os compostos
testados em U937gtb sd3o mostradas na Fig. 11. Os
10 respectivos copolimeros testados sdo individualmente
mostrados nas Figs. 12A a 120. Os wvalores de IC50 s&o
mostrados na Tabela X abaixo. Quando as amostras
dissolvidas em NaCl/EtOH e PEG/NaCl/EtOH foram comparadas,
foram obtidos resultados similares (ndo mostrado).

15

Tabela X -~ Valores de IC50 para os copolimeros
s = e e A e N —

Copolimero IC50 (% em peso)
L31 0,042
T1307 0,0085
F38 0,35
P84 0,045
P105 0,053
L121* 0,0029
F68 1,7
F127 0,0037
F87 0,094
P123 0,0067
F88 0,13

“
* L121 precipitou na diluicdo em PBS produzindo uma
suspensdo leitosa, considerada adequadamente homogénea para

o teste.
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Novamente, os resultados confirmam que o copolimero
PLURONIC® com um teor hidrofilico médio de cerca de 80%
apresenta de longe o efeito anti-clncer mais baixo. O ECS0
para todas as linhagens celulares s3o apresentados na

5 Tabela XI para os trés copolimeros mais efetivos
selecionados da Tabela X. As Figs. 134 a 13C s&o

representa¢des graficas dos resultados.

Tabela XI - Atividade EC50 no painel de linhagem celular
e ——————————————————————————————

Linhagem celular F127 (% p/p) P84 (% p/p) L121 (% p/p)

CCRF-CEM >1 0,022 0,0018

CEM/VM-1 >1 0,0020 0,0020

ACHN 0,0095 0,00091+* 0,0019
NCI-H69 >1 0,0018 0,00061%*
H69AR 0,0028 0,00003* <<0,0016*
RPMI 8226/S 0,017 0,00075* <<0,0016*
8226/dox40 0,078 0,0014 <<0,0016*
8226/LR5 0,024 0,0015 0,00012*
U-937 GTP 0,0011 0,0012 0,00012*
U-937-vcr 0,0032 0,0011 0,00012*
PC-3 0,027 0,00076* <<0,0016*

L —— ————  ——————

10 * Valor aproximado, ajuste da curva ndo possivel.

As substéancias foram testadas até um minimo de
concentracdo de 0,0016% em peso. O valores de EC50 abaixo
disto sdo estimados a partir da andlise da regressdo linear

15 permitindo a extrapolacdo da curva. Quando o ajusta da

curva era inadequado e uma maioria das células foi morta
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quando se utilizou a concentracdo mais baixa de EC50
<<0,0016.

Serd entendido por um especialista na técnica que
vdrias modificagBes e alteracdes podem ser realizadas na
presente invencdo sem que se afastem de seu escopo, o qual

é definido pelas reivindicacdes anexas.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de um copolimero em Dbloco anfifilfico
apresentando uma cadeia polimérica hidrofdbica central com
uma primeira extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica lateral de 6xido de etileno hidrofilica e uma
segunda extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica 1lateral de 6xido de etileno hidrofilica como
agente quimioterapéutico caracterizado pelo fato de ser na
fabricagdo de um medicamento para o tratamento ou prevencéo
de céncer, desde que o dito céncer ndo seja cdncer do cdlon
ou céncer do reto, onde um teor médio do dito éxido de
etileno constitui menos de 80% do dito copolimero em bloco
anfifilico e o dito medicamento compreende o dito
copolimero em bloco anfifilico ou uma mistura de pelo menos
dois copolimeros em Dbloco anfifilicos como agentes

quimioterapéuticos.

2. Uso de um copolimero em bloco anfifilico
apresentando uma cadeia polimérica hidrofdbica central com
uma primeira extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica lateral de 6xido de etileno hidrofilica e uma
segunda extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica 1lateral de ¢6xido de etileno hidrofilica,
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um
medicamento para a reducdo de uma taxa de crescimento de
células cancerigenas em um individuo que sofre de céncer,
desde que o dito céncer ndo seja cancer do cdélon ou céncer
do reto, onde o teor médio do dito éxido de etileno

constitui menos de 80% do dito copolimero em bloco
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anfifilico e o dito medicamento compreende o dito
copolimero em bloco anfifilico ou uma mistura de pelo menos
dois copolimeros em bloco anfifilicos como os Unicos

agentes redutores da taxa de crescimento.

3. Uso de um copolimero em Dbloco anfifilico
apresentando uma cadeia polimérica hidrofdbica central com
uma primeira extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica lateral de 6xido de etileno hidrofilica e uma
segunda extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica 1lateral de 6xido de etileno hidrofilica,
caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de um
medicamento anti-proliferacdo de célula, desde que a dita
célula ndo seja uma célula de céncer do cdlon ou célula de
cancer do reto, onde o teor médio do dito éxido de etileno
constitui menos de 80% do dito copolimero em Dbloco
anfifilico e o dito medicamento compreende o dito
copolimero em bloco anfifilico ou uma mistura de pelo menos
dois copolimeros em bloco anfifilicos como os uUnicos

agentes anti-proliferacdo de célula.

4. Uso de acordo com qualgquer uma das reivindicacgfes 1
a 3, caracterizado pelo fato do copolimero em bloco
anfifilico ser representado pela férmula (I):

HO- (CH,CH,0) ,- (CH(CH3) CH;0) - (CH,CH20) ,-H (I)

onde m, n e p sdo numeros integradores.
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5. Uso de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado

pelo fato de m, n e p serem selecionados de tal forma que

44x(n+ p)
44x(n+ p)+58xm

<0,8.

6. Uso de acordo com as reivindicacdes 4 ou 5,

caracterizado pelo fato de n ser igual a p.

7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1l a 6, caracterizado pelo fato de um teor de éxido de

etileno médio do dito copolimero em bloco anfifilico ser de

‘pelo menos 40% em peso, mas abaixo de 80% em peso.

8. Uso de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
4 a 6, caracterizado pelo fato de um teor de 6xido de
propileno médio do dito copolimero em bloco anfifilico ser

de pelo menos 2000 g/mol.

9. Uso de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado

pelo fato do dito teor de 6xido de propileno médio ser de

pelo menos 3000 g/mol.

10. Uso de acordo com a reivindicacédo 9,
caracterizado pelo fato do dito teor de 6xido de propileno
médio ser em uma faixa de 3500 a 4500 g/mol,

preferivelmente cerca de 4000 g/mol.

11. Uso de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes

1 a 10, caracterizado pelo fato do dito copolimero em bloco
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anfifilico apresentar um peso molecular médio de

12600g/mol, um teor de 6xido de etileno médio de 73,2

1,7% e um ponto de fusdo deb56°2C.

12. Uso de acordo com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato do dito céncer ser selecionado de
um grupo consistindo em céncer renal, céncer pulmonar,

mieloma, linfoma e cdncer da prdstata.

13. Método in vitro para a modulacdo da taxa de
proliferacdo de uma célula, desde que a dita célula néo
seja uma célula de céncer do cdélon ou uma célula de céncer
do reto, caracterizado pelo fato de compreender o contato
da dita célula com um copolimero em bloco anfifilico
apresentando uma cadeia polimérica hidrofdbica central com
uma primeira extremidade conectada a pélo menos uma cadeia
polimérica lateral de 6xido de etileno hidrofilica e uma
segunda extremidade conectada a pelo menos uma cadeia
polimérica lateral de 6xido de etileno hidrofilica, onde o
teor médio do dito ¢éxido de etileno constitui menos de 80%

do dito copolimero em bloco anfifilico.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizado pelo fato da dita célula ser uma célula
cancerigena, mas ndo uma célula de céncer do cbélon ou uma

célula de céncer do reto.
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RESUMO
AGENTES ANTI-CANCER A BASE DE POLIMERO

A presente invencio refere-se ao uso de copolimeros
em bloco anfifilicos bara o tratamento e pPrevencdo de
céncer, e em particular pela reducdo da taxa de
pProliferacdo de células cancerigenas. Os copolimeros em
bloco preferidos compreendem uma cadeia hidrofdébica
central, preferivelmente uma cadeia de 6xido de
polipropileno, & qual pelo menos duas cadeias laterais
hidrofilicas, preferivelmente cadeias de éxido de

bolietileno, estdo conectadas.
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