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COMPLEXOS DE METAL MISTURADOS, COMPOSICAO FARMACEUTICA
COMPREENDENDO OS MESMOS, METODOS DE PRODUCAO E USO

CAMPO DA INVENCAO
[0001] A presente invencao é direcionada a um complexo de metal misto de um
composto de dipiridoxila, por exemplo, acido N,N-bis-(piridoxal-5-fosfato)-
etilenodiamina-N,N’-diacético (DPDP ou fodipir) ou outros compostos de Férmula |
(daqui em diante derivados de piridoxil etildiamina ou derivados de PLED), em que
os metais misturados compreendem um metal transigéo do Grupo llI-XIl e um metal
do Grupo ll. Nas formas de realizagéo especificas, o complexo de metal misturado é
um complexo de calcio e manganés. A presente invengao também é direcionada as
composi¢oes que contém um tal complexo de metal misturado, aos métodos para a
preparagcao de um tal complexo de metal misturado, por exemplo, em uma
cristalizacdo de uma s6 etapa, e métodos de tratamento que empregam um tal
complexo de metal misturado. Tais métodos de tratamento incluem métodos que
convencionalmente empregam os complexos de manganés-DPDP para efeito
terapéutico. Em uma forma de realizag@o especifica, as composicdes podem ser
utilizadas no tratamento de condigées patolégicas motivadas pela presenca de
radicais livres derivados de oxigénio no corpo, isto &, estresse oxidativo. Os
complexos metalicos misturados, e em particular o complexo de célcio-manganés
misturado calmangafodipir complexo aqui descrito, constituem novas entidades
quimicas.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO
[0002] O estresse oxidativo comeca com a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) como uma parte da fungéo
celular normal. Existem multiplas fontes celulares de geracdo de ROS, mas as mais
importantes sdo os complexos de transporte de elétron mitocondrial | e lll, as
enzimas P450 dentro do reticulo endoplasmatico, e NADPH oxidase ligada a
membrana. A producdo de ROS por cada uma destas fontes pode ser estimulada
por citocinas, inflamagédo, proteinas virais, e outros mecanismos, como

medicamentos quimioterapicas, isquemia-reperfusdo, e sobrecarga de ferro e cobre.
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Importantemente, estes processos inicialmente geram o superoxido de radical livre
(*O2) que € seqlencialmente reduzido para formar o peréxido de hidrogénio, o
radical de hidroxila e, por fim, agua. Sob condicées de grande stress oxidativo e
conseqlientemente elevada producao de superoéxido, estes intermediarios reativos,
no entanto, facilmente interagem com outras moléculas para formar a ROS
secundaria prejudicial, tal como os produtos de peroxida¢ao de lipideo e peroxinitrito
(Singal et al., Liver Int. 2011; 31:1432-1448). Isso indica a importancia de manter a
quantidade celular de superdxido sob rigido controle. Sob condigées normais isso é
alcancado através de superoxido dismutases (SODs). Embora as SODs tenham a
taxa de reacdo mais rapida de enzimas conhecidas, sob condi¢cdes de alto estresse
oxidativo, estas enzimas podem ser superadas e mesmo irreversivelmente
inativadas por ROS e RNS. Este, por sua vez, abre-se para o uso terapéutico dos
medicamentos de baixo peso molecular que imitam as enzimas SOD, isto é, os
assim chamados miméticos de SOD, para combater o stress oxidativo patolégico.

[0003] Os radicais livres derivados do oxigénio de vida curta, mas altamente
reativos, s&o conhecidos para participar do dano ao tecido patologico, especialmente
durante o tratamento com citotdxicos/citostaticos e radioterapia em pacientes com
cancer (Towart et al., Arch Pharmacol 1998; 358 (Suppl 2):R626, Laurent et al.,
Cancer Res 2005; 65:948-956, Karlsson et al., Cancer Res 2006; 66:598, Alexandre
et al., J Natl Cancer Inst 2006; 98:236-244, Doroshow, J Natl Cancer Inst 2006;
98:223-225, Citrin et al, Oncologist, 2010; 15:360-371, Kurz et al, Transl Oncol 2012;
5:252-259), insuficiéncia hepatica induzida por acetaminofeno (Bedda et al., J
Hepatol 2003; 39:765-772; Karlsson, J Hepatol 2004; 40:872-873), na doenga
cardiaca isquémica (Cuzzocrea et al., Pharmacol Rev 2001; 53: 135-159) e em
varias doencas neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, esclerose
lateral amiotréfica (ALS), doenga de Parkinson, e esclerose multipla (Knight, Ann
Clin Lab Sci. 1997, 27: 11-25). A superproducdo de radicais livres derivados do
oxigénio também é implicada nas condigbées patolégicas de sobrecarga de ferro
(Rachmilewitz et al., Ann N Y Acad Sci. 2005; 1054:118-23), por exemplo, em

talassemia, anemia falciforme e hemosiderose transfusional. Os radicais livres
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derivados de oxigénio também sdo implicados na cirrose hepética induzida por
hepatite (Farrell et al., Anat Rec 2008; 291:684-692) e na perda auditiva induzida por
ruido (Wong et al., Hear Res 2010; 260:81-88).

[0004] O uso de agentes quelantes com base em dipiridoxila e seus quelatos
metalicos e certos compostos contendo manganés, em particular quelatos de
manganés, na medicina é conhecido. Ver a EP 0910360, US 6147094, EP 0936915,
US 6258828, EP 1054670, US 6310051, EP 1060174 e US 6391895, por exemplo,
que divulgam que certos agentes quelantes, em particular agentes quelantes de
dipiridoxila, e seus quelatos metalicos, sdo eficazes no tratamento ou prevencéo da
cardiotoxicidade induzida por antraciclina, toxicidade induzida por radiagao, lesdes
induzidas por isquemia-reperfusao e insuficiéncia hepatica induzida por paracetamol
(acetaminofeno), ou a partir de um ponto de vista mais geral, cada condig&o
patolégica motivada pela presenca de radicais livres derivados de oxigénio, isto €, o
estresse oxidativo, em seres humanos e animais. Ademais, o composto de
dipiridoxila mangafodipir (MnDPDP) foi, além disso e surpreendentemente,
observado de possuir efeitos citotdxicos contra as células cancerosas (EP
16944338). No entanto, como descrito no documento WO 2009/078794 Al e em Kurz
et al.,, 2012, esta € uma propriedade inerente de fodipir (DPDP) isoladamente ou
suas contrapartes desfosforiladas DPMP e PLED, e nao do complexo de metal
MnDPDP ou suas contrapartes desfosforiladas, MNDPMP e MnPLED.

[0005] Um dos derivados de MnPLED, isto €, acido manganés N,N’-bis-
(piridoxal-5-fosfato)-etilenodiamina-N,N’-diacético (Manganés Dipiridoxil DiFosfato;
MnDPDP), também conhecido como mangafodipir, &€ aprovado para o uso como um
agente de contraste MRI de diagnéstico em seres humanos. Curiosamente, o
mangafodipir também foi demonstrado de proteger camundongos contra os efeitos
colaterais graves de varios medicamentos citotdxicos/citostaticos (doxorrubicina,
oxaliplatina, 5-fluorouracila e paclitaxel), sem interferir negativamente com os efeitos
anti-cancer destes medicamentos (Towart et al., 1998, Laurent et al., 2005, Karlsson
et al., 2006, Alexandre et al., 2006, Doroshow, 2006, Kurz et al., 2012). O

mangafodipir foi testado em um paciente com céncer do célon passando por
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tratamento paliativo com uma combinacéo de folinato, 5-fluorouracila e oxaliplatina
(Yri et al., Acta Oncol. 2009; 48:633-635). Os dados pré-clinicos e os resultados
deste Unico paciente foram tao promissores que testes clinicos em pacientes com
cancer comegaram. Quando se chega ao efeito colateral mais perturbador de
oxaliplatina, isto &, neurotoxicidade sensorial induzida por oxaliplatina, ndo existe
nenhum dado pré-clinico, com o melhor de nosso conhecimento, que mostra os
efeitos protetores do mangafodipir (Karlsson et al., Transl Oncol. 2012; 05:32-38). Yri
et al., 2009, descreveram que o paciente recebeu 15 doses completas de “Nordic
FLOX". Em 14 dos ciclos, o paciente recebeu o pré-tratamento com mangafodipir. O
paciente recebeu uma dose acumulada de 1275 mg/m? de oxaliplatina, que & uma
dose provavel de dar sintomas neurotdxicos. Nenhum sintoma neurotdxico foi
detectado, exceto durante o quinto ciclo quando o mangafodipir foi deliberadamente
deixado de lado e o paciente experimentou a neuropatia sensorial periférica. Isto
sugere que o mangafodipir pode proteger contra a neurotoxicidade periférica. Apos
cinco ciclos, o estado de desempenho para o paciente foi drasticamente melhorado,
e a demanda por analgésicos foi significativamente reduzida. A neutropenia nao
ocorreu durante qualguer um dos ciclos de quimioterapia.

[0006] Um primeiro estudo de viabilidade (MANFOL [) foi concluido e os
resultados positivos, incluindo os efeitos mieloprotetores, foram relatados pela
Swedish Medical Agency e foram publicados (Karlsson et al., 2012).

[0007] O mangafodipir também foi descrito de proteger camundongos contra a
insuficiéncia hepatica aguda induzida por acetaminofeno em camundongos (ALF)
(Bedda et al., 2003; Karlsson, 2004). A ALF & caracterizada pela morte celular de
hepatécitos macica, uma condigdo provocada pela deplegdo de glutationa, radicais
livres derivados de oxigénio e danos mitocondriais.

[0008] O mangafodipir € um pré-medicamento no sentido de que provavelmente
deve ser metabolizado em acido N,N'-dipiridoxal etilenodiamina-N,N’-diacético
(MnPLED) antes que ele possa exercer os efeitos citoprotetores durante as
condigdes in vivo (por exemplo, ver Karlsson et al., Acta Radiol 2001; 42:540-547;

Kurz et al.,, 2012). O manganés é um metal essencial assim como potencialmente
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neurotéxico. Sabe-se ha muitos anos que sob condi¢cdes de exposi¢do cronica em
niveis elevados de manganés, uma sindrome de disfungdo extrapiramidal
semelhante a sindrome de Parkinson, embora clinicamente uma entidade de doenca
diferente, ocorre com freqiiéncia (ver Scheuhammer & Cherian, Arch Environm
Contam Toxicol 1982; 11:515-520). Quando uma dose de diagnostico por imagem
MR de mangafodipir € injetada por via intravenosa em seres humanos, cerca de 80
% do manganés administrado é liberado (Toft et al., Acta Radiol 1997; 38:677-689).
A liberacdo de manganés paramagnético € na verdade um pré-requisito para as
propriedades de diagnostico por imagem MR de mangafodipir (Wendland, NMR
Biomed 2004; 17:581-594). Elizondo et al., 1991 (Radiology 1991; 178:73-78)
mencionaram que o componente de fodipir se liga ao receptor de piridoxil 5 fosfato
em hepatocitos e garante uma elevada concentragao intracelular de mangafodipir no
figado. Esta hipétese também foi recentemente sugerida em um artigo de Coriat et
al., (PLoS One 2011; 6:1-6, e27005). Esta &€ uma hipbotese agradavel, mas
infelizmente ndo comprovada e um muito improvavel, que caiu de moda logo depois
de ter sido apresentada. Quando o mangafodipir € injetado por via intravenosa (i.v.),
cerca de 80 % do complexo de metal se desfaz (Toft et al., Radiol 1997), e em cada
dose de Mn equimolar, o MnCl, possui uma eficacia de contraste de formacao de
imagem de MR do figado igual ou melhor do que o mangafodipir (Southon et al. Acta
Radiol 1997). Além disso, apds a injegdo de mangafodipir quase todo o fodipir €
recuperado na urina (a sua maior parte como PLED), enquanto que a maior parte do
manganés é recuperada nas fezes (Hustvedt et al., Acta Radiol 1997; 38:690-699).
Por outro lado, os efeitos terapéuticos do mangafodipir (MnDPDP) e as suas
contrapartes desfosforiladas MnDPMP (N,N’-dipiridoxiletilenodiamina-N,N’-diacetato-
5-fosfato) e MnPLED dependem do complexo de metal intacto (Brurok et al,
Biochem Biophys Res Commun. 1999; 254.768-721, Karlsson et al 2001; 42:540-
547).

[0009] Os derivados de PLED imitam a enzima manganés superéxido dismutase
mitocondrial (MnSOD) (Brurok et al., 1999). A MnSOD protege a célula de mamifero

a partir do radical de superéxido, um subproduto do metabolismo de oxigénio, o qual
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e produzido em quantidades razoavelmente elevadas durante as condi¢bes
aerobicas normais; nenhum mamifero sobrevive sem uma MnSOD funcional. A
MnSOD possui o nimero de movimento mais rapido (taxa de reagdo com o seu
substrato) do que qualquer enzima conhecida (> 10° M s™) (Fridovich, J Exp Biol.
1998; 201:1203-1209). Os miméticos de MnSOD de baixo peso molecular podem ter
taxas de movimento proximas daquelas da MnSOD nativa (Cuzzocrea et al., 2001).
Curiosamente, os tampdes fisiologicos contendo metais de transicdo como o
manganés podem ter niumeros elevados de movimento semelhantes (Cullota et al.,
Biochim Biophys Acta. 2006; 1763:747-758). No entanto, a importancia das enzimas
SOD nativas é consistente com um processo de selecdo que favorece organismos
que elaboram um meio de localizar o catalisador de metal de transicdo para a
dismutacdo de superoxido em partes da célula, onde existe uma elevada
necessidade de tal dismutacdo, por exemplo, nas mitocéndrias. Além disso, os
resultados de isquemia-reperfusdo do miocardio em porcos anestesiados
inevitavelmente mostram que a MnPLED intacta, mas ndo o manganés por si s6,
protege contra o estresse oxidativo, visto como a redug¢ao da dimensao do enfarte
(Karlsson et al., 2001). A inativagao eficaz de superéxido é essencial na prevencgao
da geragéo de radicais de hidroxila muito devastadores e peroxinitrito (Cuzzocrea et
al., 2001). Durante o estresse oxidativo patolégico, a formacdo de radicais
superoxidos frequentemente excede a capacidade endoégena para a inativagao.
Além disso, o superoxido estimula a producao de peroxinitrito os quais os nitratos
endoégenos MnSOD. Esta proteina € submetida a nitrato por peroxinitrito em Tyr-34
(Radi, Proc Natl Acad Sci USA 2004, 101:4003-4008). Assim que a MnSOD
submetida a nitrato perde a sua atividade enzimatica, um evento que favorece ao
acumulo de superdxido e dano impulsionado por dismutase (Muscoli et al., Br J
Pharmacol 2003; 140:445-460).

[0010] Os resultados recentes indicam que a inativagdo de MnSOD por nitragao
€ um evento precoce na toxicidade hepatica induzida por paracetamol (Agarwal et
al., J Pharmacol Exp Ther 2011; 337: 110-116). Os resultados antigos, além disso,

indicam que a nitragdo e a inativagdo de MnSOD estdo envolvidas na rejeicao
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crénica dos rins transplantados em seres humanos (MacMillan-Crow et al., Proc Natl
Acad Sci USA de 1996; 93:11853-11858). Também pode ser relevante observar que
a actina, a qual pode constituir 5 % ou mais da proteina celular, & pesadamente
submetida a nitrato na anemia falciforme e que o grau de nitracdo observada é
suficiente para induzir a polimerizagao do citoesqueleto (Radi, 2004). Os niveis de
circulacéo de 3-nitrotirosina podem, além disso, servir como um biomarcador para
avaliar os riscos de aterosclerose. Ademais, além da aterosclerose, o peroxinitrito e
a 3-nitrotirosina séo supostos de estarem envolvidos na isquemia do miocardio, e
pulmbes sépticos e aflitos, doenca inflamatéria do intestino, esclerose lateral
amiotrofica (Beckman et al., Am J Physiol 1996; 271:0424-0437 ) e diabetes
(Fonstermann et al, Br J Pharmacol. 2011; 164:213-223).

[0011] Os mecanismos antioxidantes de defesa prejudicados, incluindo a
atividade de SOD reduzida, e uma producdo subseqientemente aumentada de
peroxinitrito, podem ser um fator importante na patogénese da esteato-hepatite nao
alcodlica (NASH) (Koruk et al., Ann Clin Lab Sci. 2004; 34:57-62). Uma importante
associagao epidemioldgica e clinica entre as infecgdes por virus da hepatite B ou
hepatite C e o desenvolvimento de hepatite cronica e o aparecimento do carcinoma
hepatocelular & evidente. Curiosamente, a nitracdo de tirosina induzida por
peroxinitrito € marcadamente aumentada em pacientes com hepatite viral cronica
(Garcia-Monzon et al., J Hepatol. 2000; 32:331-338). Atualmente, o mecanismo
geralmente citado de desenvolvimento de patologia na doenca de Wilson envolve o
dano oxidativo devido a sobrecarga de cobre. A geracdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) assim como a oxidacdo lipidica e dano do DNA foi detectada no
figado, particularmente nos estagios avancados desta doenca (Burkhead et al,
Biometals 2011; 24:455-466).

[0012] Os derivados de MnPLED nao séo alvos para o peroxinitrito e a adicéo de
derivados de MnPLED exo6genos pode em tais situacdes para re-estabelecer o
potencial protetor. Os derivados de PLED sdo além de fortes aglutinantes de ferro,
como descrito na EP 1054670, US 6310051 e por Rocklage et al., (Inorg Chem
1989; 28:477-485), e alguns derivados de MnPLED podem ter atividades de catalase
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e glutationa redutase (Laurent et ai., 2005), podem aumentar ainda mais a sua
capacidade antioxidante.

[0013] Para uso no diagnéstico por imagem e outro uso esporadico, a
dissociagao de manganés de mangafodipir ndo apresenta nenhum grande problema
toxicolégico. Devido a absorgdo no CNS, no entanto, para uso mais frequiente, por
exemplo, em métodos terapéuticos, a toxicidade de manganés acumulada pode
representar um sério problema neurotoxicologico (Crossgrove et al, NMR Biomed.
2004; 17:544-53). Assim, para uso terapéutico mais freqliente, os compostos que
facilmente se dissociam do manganés devem ser evitados e hd uma necessidade de
desenvolver meios para a obtencédo de efeitos terapéuticos desejaveis, enquanto
reduz os efeitos colaterais indesejaveis associados com tal uso terapéutico.
SUMARIO DA INVENCAO

[0014] Os complexos, composicdes e métodos da presente invengao fornecem
melhoras na preparacéo e uso de complexos metalicos de derivados de PLED. Em
uma forma de realizacdo, a invengao é direcionada a um complexo de metal
misturado de um composto de Férmula |, ou um sal deste, em que os metais

misturados compreendem um metal de transicdo do Grupo llI-Xll e um metal do

Grupo |l
Formula |
R! R’
\N RS N
OH HO
X = / X
o l 1.
I
K " 1 \ /’
N R* R N

[0015] em que
[0016] X representa CH ou N;

[0017] cada R' independentemente representa hidrogénio ou -CH,COR?;
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[0018] R® representa hidréxi, alcéxi, amino ou alquilamido opcionalmente
submetido a hidréxi;

[0019] cada R? independentemente representa ZYR® em que Z representa uma
ligacdo ou um grupo de alquileno ou oxoalquileno C4.3, opcionalmente substituido
por R”;

[0020] Y representa uma ligacdo, um atomo de oxigénio ou NR®;

[0021] R® & um atomo de hidrogénio, COORS®, grupo de alquila, alquenila,
cicloalquila, arila ou aralquila, opcionalmente substituido por um ou mais grupos
selecionados de COOR®, CONRS,, NR%,, OR®, =NR?8, =0, OP(0) (OR®)R” e OSO;M;
[0022] R’ & hidréxi, grupo de alquila ou aminoalquila opcionalmente submetido a
hidréxi, opcionalmente alcoxilado;

[0023] R® & um atomo de hidrogénio ou um grupo de alquila, opcionalmente
submetido a hidréxi, opcionalmente alcoxilado;

[0024] M é um atomo de hidrogénio ou um equivalente de um cation
fisiologicamente toleravel;

[0025] R® representa um grupo de alquileno Cis, 1,2-cicloalquileno ou 1,2-
arileno, opcionalmente substituido com R”; e

[0026] cada R* independentemente representa hidrogénio ou alquila C1.3,

[0027] ou um sal deste.

[0028] Em outra forma de realizagao, a invencgdo é direcionada a um complexo
de calcio e manganés de um composto de Formula |. Os complexos metalicos
misturados, e particularmente o complexo de célcio-manganés misturado
calmangafodipir aqui descrito, constituem novas entidades quimicas.

[0029] A presente invengdo também é direcionada aos métodos de producgéo de
um complexo de metal misturado que compreende uma cristalizacdao de uma sbé
etapa a partir de uma solugéo de metal de transicdo do Grupo IlI-XHi, de metal do
Grupo I, @ um composto de Férmula .

[0030] Em outra forma de realizacéo, a invencgéo € direcionada a um método de
tratamento de uma condigdo patolégica em um paciente, compreendendo a

administragdo ao paciente de um complexo de metal misturado de acordo com a
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invengao, opcionalmente em conjunto com um ou mais portadores e/ou excipientes
farmaceuticamente aceitaveis.

[0031] Os complexos de acordo com a invengao sao vantajosos pelo fato de que
o metal do Grupo Il estabiliza o complexo a partir da liberacdo do metal de transicao
do Grupo IlI-XII. Isto reduz os efeitos toxicos associados com o uso de complexos de
metal de transicdo do Grupo IlI-Xll anteriores, por exemplo, derivados de MnPLED
tais como mangafodipir. Os complexos da invencdo também podem apresentar
tratamento melhorado e/ou protegcdo contra as condigbes patologicas,
particularmente aquelas motivadas pela presenca de radicais livres derivados do
oxigénio, isto €, o estresse oxidativo. Melhorias adicionais e vantagens da presente
invencao serao mais evidentes a vista da Descrigcdo Detalhada abaixo apresentada.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0032] A seguinte descricdo detalhada sera mais completamente entendida em
vista dos desenhos, em que:

[0033] A Fig. 1 mostra os padrdes de difragcdo em p6 de raio-X (XRPD) para trés
formas cristalinas de um complexo de calcio e manganés de fodipir (DPDP), tendo
uma relagcdo molar Ca:Mn aproximada de cerca de 4:1, aqui referido como
“calmangafodipir’, obtido em um método de cristalizacdo de uma sé etapa de acordo
com o invenc¢ao, como descrito no Exemplo 1.

[0034] A Fig. 2 mostra os padrées de XRPD de misturas de fodipir calcico
(calfodipir) e fodipir manganés (mangafodipir), em vez de um complexo de acordo
com a invencgao; estes padrées de XRPD indicam que todos os produtos eram
amorfos e foram mostrados de absorver agua rapidamente, como descrito no
Exemplo 2.

[0035] A Fig. 3 mostra o espectro de absorgdo de infravermelho de
transformacéo Fourier (FT-IR) de calmangafodipir, lote # 7755-C-R0-01-30-01, com
as faixas caracteristicas de absorgdo de infravermelho (total de onda) e as
designacgdes correspondentes descritas no Exemplo 3.

[0036] As Figs. 4A e 4B mostram o espectro de massa (Fig. 4A) e o espectro de
massa expandida (Fig. 4B) do calmangafodipir, lote # 7755-C-R0-01-30-01 (660 a



11/47

850 m/z), como descrito no Exemplo 3.

[0037] A Fig. 5 mostra a estrutura quimica de calmangafodipir, como descrito no
Exemplo 3.

[0038] A Fig. 6A mostra o aumento no teor de manganés (Mn) na urina de 0 a 24
h, expresso como o teor total de Mn menos o teor basal de Mn, de ratos injetados
com mangafodipir ou calmangafodipir contendo 2,59 umol e 2,52 umol de Mn,
respectivamente. A Fig. 6B mostra o aumento no teor de Mn na urina expresso em
porcentagem da dose injetada. A Fig. 6C mostra o aumento no teor de zinco da
urina em 24 h nos mesmos animais. Os resultados sdo expressos como média +
S.E.M.; n = 4 em cada grupo. Estes nimeros sdo mais completamente descritos no
Exemplo 4.

[0039] As Figs. 7A a 7D mostram os efeitos mielossupressores nas gldbulos
brancos (WBC), linfécitos (LYM), neutréfilos (NEU) e plaquetas (PLC),
respectivamente, de uma Unica inje¢ao intravenosa de doses crescentes (7,5, 10,0 e
12,5 mg/kg) de oxaliplatina em 3 e 6 dias apos a injegdo. Os resultados expressos
como média £ S.E.M.; n =5 em cada grupo, como descrito no Exemplo 5.

[0040] As Figs. 8A a 8D mostram WBC, LYM, NEU e CP, respectivamente apos
o tratamento isolado de oxaliplatina ou em combinagdo com calmangafodipir ou
mangafodipir em camundongos balb/c. Os controles receberam apenas o tratamento
com veiculo. Os resultados expressos como média + S.E.M.; n = 5 em cada grupo,
como descrito no Exemplo 5.

[0041] As Figs. 9A e 9B mostram a atividade citotoxica de varios derivados de
PLED e CaCl, nas concentracdes crescentes de células CT26 de céncer do célon.
Os resultados sdo expressos como a média £+ S.D.; n = 3), como descrito no
Exemplo 6.

[0042] A Fig. 10A mostra o efeito antitumoral de uma oxaliplatin de alta dose (20
mg/kg) em camundongos balb/c singénicos CT26 na auséncia e presenca de uma
dose relativamente elevada de calmangafodipir (50 mg/kg). A Fig. 10B mostra o
efeito antitumoral de uma dose baixa de oxaliplatina (10 mg/kg na auséncia e na

presenca de uma dose relativamente baixa de calmangafodipir. Os resultados séo
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expressos como a média = S.E.M.; n = 10 nos grupos de veiculo e oxaliplatina de 20
mg/kg na Fig. 10A; n = 5 em todos os outros grupos), como descrito no Exemplo 7.
[0043] As Figs. 11A a 11C mostram o teor de Mn do cérebro, pancreas e figado,
respectivamente, apés 39 doses de NaCl (controles), mangafodipir ou
calmangafodipir (que corresponde em ambos os casos a uma dose acumulada de
2800 pumol/kg de manganés). Os resultados s&o expressos como média = S.E.M.; n
=17 a 18 em cada grupo, como descrito no Exemplo 8.

[0044] As Figs. 12A a 12D mostram os efeitos mielossupressores de glébulos
brancos (WBC), linfécitos (LYM), neutréfilos (NEU) e plaquetas (PLC),
respectivamente, de uma Unica injecao intravenosa de doses crescentes (75, 100 e
125 mg/kg) de carboplatina em 3 e 6 dias apos a injegdo. Os resultados expressos
como média £ S.E.M.; n = 5 em cada grupo, como descrito no Exemplo 9.

[0045] As Figs. 13A a 13D mostram WBC, LYM, NEU e CP, respectivamente,
apos a carboplatina em combinacdo com calmangafodipir em camundongos balb/c.
Os controles receberam apenas o tratamento com veiculo. Os resultados expressos
como media + S.E.M.; n =5 em cada grupo, como descrito ho Exemplo 9.

[0046] A Fig. 14 mostra o efeito antitumoral de uma baixa dose de oxaliplatina
(10 mg/kg) em camundongos balb/c competentes imunes que carregam CT26 e
camundongos balb/c nus deficientes imunes (nu/nu) na auséncia e na presenca de
uma dose relativamente baixa de calmangafodipir. Os resultados sdo expressos
como £ S.E.M.; n = 5 em cada grupo, como descrito no Exemplo 10.

[0047] As Figs. 15A e 15B mostram a atividade citotdxica de calmangafodipir e
mangafodipir em células cancerosas do pulméo de células nao pequenas U1810 e
LLC1, respectivamente. Os resultados sdo expressos como média £ S.D.; n = 3,
como descrito no Exemplo 11.

[0048] Os desenhos serao mais completamente compreendidos a vista dos
exemplos.

DESCRICAO DETALHADA

[0049] Os complexos, composicdes e métodos da presente invengido fornecem

melhoras na preparacéo e uso de complexos metalicos de derivados de PLED, isto
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€, derivados de piridoxil etildiamina, embora seja reconhecido que os derivados
também atuam como pré-medicamentos de PLED, visto que eles podem metabolizar
para formar PLED in vivo.

[0050] A WO 2011/004325 A1 demonstra como o excesso adicionado de fodipir
(DPDP) ao mangafodipir (MnDPDP) o estabiliza na liberagdo de manganés apéds a
administragéo, e assim reduz a absor¢gdo no CNS, e desse modo reduz
consideravelmente o potencial neurotoxico do mangafodipir. Visto que € o complexo
contendo manganés intacto que exerce efeitos SOD-miméticos e citoprotetores, o
excesso de fodipir, portanto, ndo apenas diminui o potencial neurotoxico, mas
também ira aumentar consideravelmente a eficacia citoprotetora.

[0051] Na liberagdo in vivo de manganés a partir dos derivados de MnPLED,
incluindo acido manganés N,N'-bis-(piridoxal-5-fosfato)-etilenodiamina-N,N’-diacético
(Mangafodipir), depende da presenca de zinco livre ou faciimente dissociavel no
corpo. O zinco possui cerca de 1000 vezes mais afinidade do que o manganés para
o fodipir ou suas contrapartes desfosforiladas (Rocklage et al., 1989). Estudos
experimentais sugerem que a liberagdo do manganés in vivo do mangafodipir satura
em doses excedentes a 5 ymol/kg (Southon et al., 1997). A formagdo de imagem
cardiaca e hepatica com mangafodipir em voluntarios saudaveis indica uma dose de
saturacdo semelhante no homem (Skjold et al., J. Magn. Reson. Imaging 2004,
20:948-952, Toft et al., 1997).

[0052] Na invengéo descrita na WO 2011/004325 A1, a composigao terapéutica
particular foi assumida de ser obtida pela mistura de dois ingredientes farmacéuticos
ativos (APls), por exemplo, mangafodipir e fodipir, em uma solugéo pronta para uso,
ou administrando-os separadamente. Demonstrou-se que o fodipir em um nivel de
dose ao redor de de 5 a 10 ymol/kg tinha um consideravel efeito de estabilizag&o in
vivo sobre o mangafodipir. As primeiras experiéncias clinicas (Yri et al.,, 2009 e
Karlsson et al., 2011) mostram que o mangafodipir € terapeuticamente eficaz em um
nivel de dose entre 2 e 10 umol/kg no homem. Levando-se em consideragéo a maior
eficacia do mangafodipir acrescido de fodipir, € razoavel presumir que o

mangafodipir deve ser terapeuticamente eficaz em pacientes em um nivel de dose
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proximo a 1 umol/kg. Este, por sua vez, nos ensina que uma relacao de (fodipir +
mangafodipir) / mangafodipir préxima a 5, isto €, uma formulacdo pronta para uso
contendo 4 vezes mais fodipir do que mangafodipir, seria eficaz. Além disso, isto
sugere que uma formulacdo pronta para uso contendo 40 mM fodipir e 10 mM
mangafodipir - administracdo de 0,1 a 0,2 ml desta formulagdo por kg de peso
corporal - resultaria em uma dose de 1 a 2 pmol/kg de mangafodipir € 4 a 8 ymol/kg
de fodipir.

[0053] O célcio possui cerca de 10° vezes afinidade mais baixa para fodipir do
que o zinco e cerca de 10° vezes afinidade mais baixa para fodipir do que o
manganés. No entanto, levando-se em considerag@o que o calcio esta presente em
concentracbes extracelulares muito mais elevadas do que o zinco € manganés, a
administrac&o de bolo intravenosa rapida de fodipir pode induzir a reducdo aguda na
concentracado extracelular de calcio livre. Visto que o coragdo é absolutamente
dependente de calcio extracelular para sua atividade de bombeamento do sangue, a
redugéo no teor extracelular de calcio livre pode por sua vez induzir a insuficiéncia
cardiaca aguda. No entanto, como debatido na WO 2011/004325 A1, este problema
pode ser facilmente resolvido por meio da utilizagdo do DPDP, isto €, CaDPDP.
[0054] Surpreendentemente, descobriu-se que o CaDPDP pode ser empregado
em um complexo com o manganés nos derivados de PLED. Alem disso,
surpreendentemente, os complexos de calcio e manganés, por exemplo,
calmangafodipir, € complexos de outros metais do Grupo Il e metais de transigéo do
Grupo llI-Xll, podem ser obtidos.

[0055] Assim, de acordo com um aspecto, a invengdo é direcionada a um
complexo de metal misturado de um composto de Férmula I, ou um sal deste, em
gue os metais misturados compreendem um metal de transi¢cdo do Grupo IlI-Xil e um
metal do Grupo li:

Férmula |

R R
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OH HO

[0056] em que

[0057] X representa CH ou N;

[0058] cada R' independentemente representa hidrogénio ou -CH,COR?;

[0059] R® representa hidréxi, alcoxi, amino ou alquilamido opcionalmente
submetido a hidroxi;

[0060] cada R? independentemente representa ZYR® em que Z representa uma
ligagao ou um grupo de alquileno ou oxoalquileno C,.35, opcionalmente substituido
por R’;

[0061] Y representa uma ligagao, um atomo de oxigénio ou NRS;

[0062] R® & um atomo de hidrogénio, COORS, grupo de alquila, alquenila,
cicloalquila, arila ou aralquila, opcionalmente substituido por um ou mais grupos
selecionados de COOR?, CONR®,, NR%,, OR?, =NR?, =0, OP(0) (OR®)R” e OSO;M;
[0063] R’ é hidréxi, grupo de alquila ou aminoalquila opcionalmente submetido a
hidréxi, opcionalmente alcoxilado;

[0064] R® & um atomo de hidrogénio ou um grupo de alquila, opcionalmente
submetido a hidréxi, opcionalmente alcoxilado;

[0065] M é um atomo de hidrogénio ou um equivalente de um cation
fisiologicamente toleravel,

[0066] R® representa um grupo de alquileno Cyg, 1,2-cicloalquileno ou 1,2-
arileno, opcionalmente substituido com R”; e

[0067] cada R* independentemente representa hidrogénio ou alquila C1.3.

[0068] Como aqui utilizado os termos “alquil” e “alquileno” incluem cadeia
hidrocarbonetos de cadeia reta e ramificada, saturados e insaturados. O termo “1,2-

cicloalquileno” inclui os grupos de cicloalquileno e os grupos de cicloalquileno
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substituidos por alquila tanto cis quanto trans tendo de 5 a 8 atomos de carbono. O
termo “1,2-arileno” inclui os grupos de fenila e naftila e seis derivados substituidos
por alquila tendo de 6 a 10 atomos de carbono. A nao ser que de outra maneira
especificada, qualquer componente de alquila, alquileno ou alquenila pode
convenientemente conter de 1 a 20, mais especificamente de 1 a 8, mais
especificamente de 1 a 6, e ainda mais especificamente, de 1 a 4 atomos de
carbono. Os componentes de cicloalquila podem convenientemente conter de 3 a 18
atomos do anel, especificamente de 5 a 12 atomos do anel, e ainda mais
especificamente de 5 a 8 atomos do anel. Os componentes de arila compreendendo
grupos de fenila ou naftila séo preferiveis. Como grupos de aralquila, alquil fenil CI-8,
especialmente benzila, é preferivel. Onde os grupos podem opcionalmente ser
substituidos por grupos de hidroxila, estes podem ser de monossubstituicdo ou
polissubstituicdo e, no caso de polissubstituicdo, os substituintes de alcéxi e/ou
hidroxila podem ser carregados pelos substituintes de alcoéxi.

[0069] O composto de Férmula | pode ter os mesmos ou diferentes grupos de R?
nos dois anéis de piridila, e estes podem ser ligados nas mesmas ou diferentes
posicoes do anel. Em uma forma de realizagao especifica, a substituicdo esta nas
posicbes 5 e 6, ou mais especificamente, na posi¢ao 6, isto &€, posicido para em
relacdo ao grupo de hidroxila. Em uma forma de realizagao especifica, os grupos de
R? sao idénticos e identicamente localizados, e mais especificamente, estdo nas
posicdes 6,6’. Nas formas de realizagado ainda mais especificas, cada R® ¢ um grupo
de alquila mono- ou poli(hidroxi ou alcoxilado) ou um grupo da férmula OP(O)
(OR®R’.

[0070] Em outra forma de realizacao, a invencdo é direcionada a um complexo
de calcio e manganés de um composto de Férmula I. Em uma forma de realizacéo,
R® & hidroxi, alcoxi Cq.s, etileno glicol, glicerol, amino ou alquilamido Ci.s; Z &€ uma
ligacdo ou um grupo selecionado de CH,, (CHj);, CO, CH,CO, CH,CH,CO e
CH,COCH,; Y é uma ligagao; R® é um grupo de alquila mono- ou poli(hidréxi ou
alcoxilado) ou da formula OP(O)(OR®R’; e R” & hidréxi, ou um grupo de alquila ou

aminoalquila ndo substituido. Em uma forma de realizacdo mais especifica, R® &
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etileno e cada grupo R' representa -CH,COR® em que R® é hidroxi. Em uma outra
forma de realizacdo, o composto de Férmula | é o acido N,N’-bis-(piridoxal-5-
fosfato)-etilenodiamina-N,N’-diacético (DPDP), ou um sal farmaceuticamente
aceitavel deste. Em mais outras formas de realizacdo, a matéria farmacéutica é um
complexo de manganés e calcio misturado de acido N,N’-bis-(piridoxal-5-fosfato)-
etilenodiamina-N,N’-diacético, ou um sal deste.

[0071] O complexo de metal misturado pode incluir qualquer combinacdo de
metais dos Grupos indicados. Em uma forma de realizacao especifica, o metal de
transigdo do Grupo IlI-XIl é Mn?*, Cu®*, Fe** elou Ni** e o0 metal do Grupo Il é Ca®
e/ou Mg**. Em uma forma de realizagdo mais especifica, 0 metal de transicao do
Grupo lII-XIl € Mn** e 0 metal do Grupo Il & Ca®* ou uma mistura de Ca?* e Mg. Nas
formas de realizagdo mais especificas, o metal do Grupo Il € uma mistura de Ca** e
Mg®* em uma relacdo molar de Ca**/Mg* ao redor de 0,1 a 50, mais
especificamente ao redor de 0,1 a 10.

[0072] Em outras formas de realizagdo, o complexo de metal misturado contém
uma relagéo molar de metal do Grupo Il para o metal de transicao do Grupo IlI-XIiI de
cerca de 1 a 10. Em uma forma de realizacao especifica, 0 metal de transi¢ao do
Grupo lII-XIl € Mn** e o metal do Grupo Il é Ca** e a relagdo molar de Ca*/Mn?* &
de cerca de 4. Em uma forma de realizagdo mais especifica, o metal de transi¢cao do
Grupo IlI-XIl € Mn®** e o metal do Grupo Il € Ca*" e a relacdo molar de Ca®*/Mn?* &
de cerca de 4, e o composto de Féormula | € DPDP, isto é, o complexo é o
calmangafodipir composto como aqui descrito.

[0073] Em outro aspecto, a invencao é direcionada a um método de producao de
um complexo de metal misturado da invengdo, em uma etapa de
preparacgao/cristalizacdo. O método compreende uma cristalizagdo de uma so6 etapa
a partir de uma solugéo do metal de transigao do Grupo [lI-XIl, do metal do Grupo lI,
e de um composto de Féormula |. Em uma forma de realizagdo especifica, a
cristalizacdo de uma sé etapa de uma solugdo de manganés, calcio e um composto
de formula | é conduzida. Em uma forma de realizagdo mais especifica, a solucéo

possui uma relagdo de (Ca + Mn)/Mn proxima a (4 + )/l = 5, isto €, com uma
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estequiometria de composicao proxima a CasMn(DPDP)s.

[0074] A Difragdo em P6 de Raio-X (XRPD) é a mais amplamente utilizada na
identificacdo e caracterizacdo de sdlidos cristalinos, cada um dos quais produz um
padrdo de difragdo distinto. Ambas as posicbes (que correspondem aos
espacamentos de trelica) e a intensidade relativa das vias séo indicativas de uma
fase e material particular, fornecendo uma “impresséo digital” para comparagéo.
Como mostrado nos Exemplos, uma analise de XRPD de calmangafodipir demonstra
sem duvida de que o calmangafodipir € uma entidade quimica, isto €, um complexo,
em vez de uma simples mistura, ver o Exemplo 1. A Fig. 1 mostra um grafico
empilhado das trés formas cristalinas de calmangafodipir que interconverte de
acordo com a umidade ambiental. A analise de XRPD de umidade variavel
demonstrou que a Forma B é estavel em 40 % de umidade relativa (RH), a Forma A
e estavel em 0 a 10 % de RH, e a Forma C & estavel entre 6 a 36 % de RH. As
misturas das Formas B e C foram observadas entre 38 a 44 % de RH, e a
conversoes da forma foram observadas de ocorrer dentro de 3 horas em uma escala
de 10 mg.

[0075] A preparagdo de uma sO etapa pode ser executada com ou sem
semeadura, mas a semeadura (como exemplificada no Exemplo 1) leva em conta
um melhor controle da cristalizagao.

[0076] A preparagédo de uma s6 etapa brevemente mencionada acima é superior
aquela da mistura de complexos metalicos individuais. Assim, em uma forma de
realizacao especifica, o complexo de calcio e manganés € um material cristalino e
facilmente distinto de uma mistura simples de mangafodipir (MnDPDP) e calfodipir
(CaDPDP) nas quantidades desejadas, como mostrado no Exemplo 2.

[0077] Os exemplos também mostram melhoras e vantagens dos complexos de
acordo com a invencao, como representado pelo complexo de calcio-manganés
calmangafodipir. No que diz respeito a estabilidade de manganés in vivo, o
calmangafodipir € pelo menos tdo estavel quanto uma verdadeira mistura de
mangafodipir e fodipir, como demonstrado no Exemplo 4. Isto ira resultar em

retencao significativamente menor de manganés no cérebro, como demonstrado no
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Exemplo 8. Visto que a eficacia citoprotetora depende principalmente do complexo
de manganés mangafodipir intacto ou suas contrapartes desfosforiladas, o MNDPMP
e o MnPLED, a eficacia do calmangafodipir € superior aquela do mangafodipir, como
exemplificado no Exemplo 5. Além disso, o mangafodipir foi surpreendentemente
observado de possuir efeitos citotoxicos contra as células cancerosas, por exemplo,
celulas CT26 (Laurent et al., 2005; Alexandre et al., 2006; EP 16944338). No
entanto, como descrito na WO 2009/078794 A1 e em Kurz et al., 2012, esta é uma
propriedade inerente de fodipir isoladamente ou de suas contrapartes
desfosforiladas, DPMP e PLED, e nao do complexo de metal intacto mangafodipir ou
as suas contrapartes desfosforiladas, MnDPMP e MnPLED. No Exemplo 6
demonstra-se que o fodipir € ao redor de 20 vezes mais eficaz do que o
mangafodipir em neutralizar as células de cancer do célon CT26, e no Exemplo 11
mostra que o calmangafodipir € ao redor de 28 vezes mais eficaz do que o
mangafodipir em neutralizar as células de cancer do pulmao de células nao
pequenas U1810. A dissociacdo em certa medida do manganés de fodipir, sob
condigdes in vitro, mais provavelmente explica a eficacia de neutralizacao do cancer
de mangafodipir. O calmangafodipir como descrito nos Exemplos 1, 2 e 3, em
comparagdo com o mangafodipir em concentragbdes equimolares de manganés, €
por outro lado tdo eficaz quanto o fodipir isoladamente, isto &, a eficacia de
neutralizacdo do calmangafodipir € muito mais elevada do que aquela do
mangafodipir em concentragbes equimolares de manganés. Esta descoberta sugere
duas propriedades importantes. Em primeiro lugar, o PLED desfosforilado é
provavelmente tao eficaz quanto a sua contraparte fosforilada fodipir no que diz
respeito a sua capacidade de neutralizagdo das células de cancer, € em segundo
lugar, a menor estabilidade da MnPLED em comparacdo com aquela do
mangafodipir (Rocklage et al., 1989), provavelmente explica a eficacia mais elevada
de MnPLED. A auséncia de qualquer atividade citotoxica de ZnDPDP e ZnPLED é
devido a estabilidade 1000 vezes mais elevada destes complexos em comparacao
com as suas contrapartes de manganés (Rocklage et al., 1989).

[0078] Durante o desenvolvimento de mangafodipir como um agente de
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contraste de MRI, descobriu-se que o MnDPDP causou anormalidades esqueléticas
fetais em ratos, mas nao em coelhos. Importante ainda, este efeito teratogénico visto
em ratos ndo € provocado pelo mangafodipir intacto per se, mas pelo manganés
dissociado (Grant et al., Acta Radiol. 1997; 38:759-769). Embora seja incerto que
manganés ira causar anormalidades esqueléticas no feto humano, é evidentemente
essencial proteger as mulheres potencialmente gravidas de serem expostos ao
mangafodipir. Isso representa um problema secundario para a maioria das
aplicagdes clinicas, mas um grande problema ocupacional, em particular durante a
producdo onde medidas dispendiosas devem ser tomadas a fim de proteger as
mulheres férteis e potencialmente gravidas da exposicdo ao mangafodipir. O mais
importante ainda, o fato de que o calmangafodipir ira liberar o manganés em um
grau muito menor do que o mangafodipir apds ser acidentalmente absorvido pelo
corpo, naturalmente reduzira o risco consideravelmente de que um feto desenvolva
malformacgdes esqueléticas. Em segundo lugar, visto que o calmangafodipir é
significativamente mais eficaz do que o mangafodipir em doses equimolares de
manganés, a necessidade de manganés é consideravelmente reduzida para cada
dose de calmangafodipir produzido, o que ird resultar em menor exposicdo ao
manganés durante a producgéo.

[0079] Além disso, a preparacdo de um Unico ingrediente farmacéutico ativo
reduz o custo de fabricacdo de uma dose de tratamento. Além disso, a necessidade
para a dosagem de um unico material reduz a possibilidade de erros na formulagéo
do produto. No teste de estabilidade, a estabilidade de um produto cristalino tem
sido demonstrada de ser superior ao material amorfo, tal como aquele formado pela
secagem por pulverizacdo de uma mistura dos dois API's. Conforme ilustrado no
Exemplo 2, o material amorfo obtido a partir da secagem por pulverizagao foi
mostrado absorver agua rapidamente, formando particulas fundidas e/ou sélidos
pegajosos dentro de 24 h da exposicao a 25 °C/60 RH e 40 °C/75 RH. Em contraste,
o calmangafodipir cristalino permaneceu um solido de circulacéo livre mesmo apés 7
dias sob as mesmas condigdes de exposicao.

[0080] Descobriu-se, como descrito na WO 2011/004325 A1, que a adicdo de
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excesso de derivado de PLED nao contendo manganés, por exemplo, DPDP, a
terapia derivada de MnPLED, protege o mangafodipir da liberagdo de manganés
neurotoxico in vivo. Embora o mecanismo atrasado de absor¢cdo de manganés no
cérebro nao seja totalmente compreendido, o excesso do derivado de PLED néo
contendo manganés tal como fodipir administrado em combinagdo com o derivado
de PLED contendo manganés tal como mangafodipir, significativamente reduz a
absorcé@o de manganés no cérebro. Embora nao desejando ser limitado pela teoria,
acredita-se que a combinagao de acordo com a invencdao de WO 2011/004325 A1
mantenha a forma quelante do MnPLED, por meio do qual maiores quantidades de
quelatos s&o disponiveis para excrecao e a quantidade de Mn livre para a absorgao
no cérebro e outros 6rgaos € reduzida. Os quelatos de manganés de baixo peso
molecular, como os derivativos de MnPLED, e as suas contrapartes de Zn,
facilmente serédo excretados pelo rim, regido pela taxa de filtracdo glomerular (GFR),
enquanto que o manganés nao ligado a um quelante de baixo peso molecular sera
retido por um bom tempo no corpo e excretado lenta e principalmente através da via
biliar (Toft et al., 1997). Como mostrado no seguinte Exemplo 8 anexo, repetidas (39
vezes ao longo de 3 meses) inje¢des intravenosas de uma dose elevada (36 vezes a
dose clinica assumida) de calmangafodipir em ratos causou significativamente
menos retengao de manganés no cérebro, em comparagdo com aquela provocada
pelo mangafodipir. A dose total em ambos os casos correspondeu aproximadamente
a 2800 umol/kg de manganés. Este exemplo também mostra que o péncreas
absorve e retém o manganés dissociado em uma grau relativamente grande, uma
propriedade previamente descrito por Ni et al. (Acta Radiol 1997; 38:700-707) e
utilizada como um método promissor de diagnéstico MRI do pancreas (Ahistrom et
al, Acta Radiol 1997; 38:660-664). O nivel de manganés significativamente mais
baixo no pancreas de ratos tratados com calmangafodipir em comparagdo com
aqueles tratados com mangafodipir confirma ainda mais o perfil toxicolégico
melhorado do calmangafodipir. Embora o teor de Mn do figado tenha sido
significativamente elevado de forma estatistica no grupo de mangafodipir, a

elevacao relativa foi muito menor do que aquela no cérebro e pancreas. Uma dose
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Unica de diagnostico de mangafodipir (5 pmol/kg b.p.) é conhecida der causar rapido
aumento no teor de Mn tanto do pancreas quanto do figado de ratos - ap6s 2 horas
o teor de Mn do péancreas foi aproximadamente 10 vezes maior do que o valor basal,
e o valor correspondente do figado foi aumentado cerca de 2 vezes (Ni et al., 1997).
Enquanto que Ni et al observaram o teor de Mn ainda elevado ap6s 24 horas no
pancreas (cerca de 5 vezes o valor basal), ele estava de volta ao valor de referéncia
no figado nesse momento. Isto presumivelmente reflete a alta capacidade do figado
de fratar o manganés e o seu importante papel fisiolégico na homeostasia do
manganés. Isto ainda é sustentado pelos presentes resultados que mostram apenas
um aumento modesto no Mn do figado ap6s a exposi¢do pesada ao mangafodipir. O
perfil toxicolégico melhorado de calmangafodipir € claramente ilustrado pelo
Exemplo 8 anexo.

[0081] Quando uma dose clinica de um derivado de MnPLED tal como
mangafodipir (isto €, 5 a 10 umol/kg p.b., administracdo intravenosa) é utilizada
como um agente de contraste para a MRl em um ser humano, ao redor de 80 % do
manganés ligado ao fodipir (DPDP) é trocado com zinco (Toft et al., 1997). Quando
doses menores de mangafodipir sdo administradas, a porcentagem de manganés
que se dissocia sera ainda maior. O mangafodipir se comporta nessa perspectiva de
um modo semelhante em ratos e caes (Hustvedt et al.,, 1997); no entanto, quase
todo o manganés no mangafodipir € trocado pelo zinco, quando o composto &
administrado em porcos e €&, conseqlientemente, sem efeitos citoprotetores em
suinos (Karlsson et al., 2001). Por outro lado, a administracao de doses baixas de
MnPLED provoca profundos efeitos citoprotetores em porcos, visto como uma
dimensédo do infarto do miocardio significativamente reduzida ap6s a isquemia-
reperfusdo. Embora a constante de estabilidade relatada entre Mn** e PLED seja
consideravelmente mais baixa do que a figura correspondente para o Mn?* e fodipir
(Rocklage et al., 1989), o MnPLED por alguma razao desconhecida escapa da troca
de metal. O deslocamento de manganés é um pré-requisito e, portanto, desejavel
para uso como um agente de contraste de MRI, por exemplo, para os propésitos de

diagndstico do figado e pancreas. No entanto, o efeito terapéutico de SOD-mimético
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contra varias formas de estresse oxidativo depende totalmente do complexo
derivado de manganés PLED intacto (Brurok et al., 1999; Karlsson et al., 2001). Por
exemplo, enquanto que a administragédo in vivo de mangafodipir protege contra
varios estressores oxidativos, por exemplo, isquemia-reperfusdo, medicamentos
citotéxicos/citostaticos e intoxicagdo por acetaminofeno, ele ndo protege o coragéo
de porcos contra o infarto do miocardio induzido por isquemia-reperfusao (Karlsson
et al., 2001), cujos resultados podem ser concluidos pelo fato de que os efeitos
citoprotetores in vivo de derivados de MnPLED s&o uma propriedade inerente do
complexo de manganés intacto.

[0082] A presenga de Ca em um excesso de aproximadamente 4 vezes com
relacdo ao Mn, como no calmangafodipir, profundamente estabiliza o complexo ou
suas contrapartes desfosforiladas de liberagdo de manganés apés as injecoes, e
assim fornece uma outra vantagem importante, isto &€, a eficacia terapéutica
aumentada. Por exemplo, quando uma dose de contraste clinicamente relevante de
MnDPDP (5 a 10 umol/kg) ¢é injetada por via intravenosa, cerca de 80 % do
manganés originalmente ligado ao DPDP é liberado, o que contribui para a eficacia
de contraste. Conseqglientemente menos do que 20 % permanece ligado ao DPDP
ou suas contrapartes desfosforiladas, o que contribui com a atividade terapéutica de
MnDPDP. Visto que a liberagdo de manéanés do complexo pode ser eficazmente
reduzida por um excesso de aproximadamente 4 vezes de Ca, em comparagado com
o Mn, no calmangafodipir, isto significa que o manganés pode ser reduzido
consideravelmente para um efeito terapéutico eqlipotente, como claramente
exemplificado na presente invengdo. Em doses terapéuticas relevantes mais baixas
e em certas formas de realizagéo, o efeito de estabilizacdo de Ca sera ainda mais
acentuado. Isso, por sua vez, significa que o uso de calmangafodipir em comparagao
com mangafodipir ird ter efeitos profundos sobre o potencial neurotdxico - tanto
como um resultado de um efeito de estabilizagdo in vivo quanto como um resultado
da eficacia terapéutica aumentada da nova matéria farmacéutica calmangafodipir,
com uma estequiometria de composicao préxima a CasMn(DPDP)s.

[0083] O zinco esta presente em todos os tecidos e fluidos corporais. O teor total
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de zinco no corpo de seres humanos tem sido estimado em 2 a 3 g (Folin et al.,
BioMetals 1994; 7:75-79). O zinco no plasma representa cerca de 0,1% do teor total
de zinco no corpo, e € principalmente esta pequena fracdo de zinco que concorre
com 0 manganés para a ligacdo ao fodipir ou suas contrapartes desfosforiladas,
DPMP e PLED, ap6s a administragdo. O corpo humano possui uma capacidade
muito elevada de manter a homeostasia de zinco por meio de ajustes sinérgicos na
absorcao e excrecao gastrointestinal (King et al., J Nutr 2000; 130:1360S-1366S).
[0084] Embora nao desejando ser limitado pela teoria, a partir dos trabalhos pré-
clinicos (Southon et al., 1997) e dos trabalhos clinicos (Skjold et al., 2004), pode ser
razoavel assumir que o corpo contém de 5 a 10 uymol/kg de peso corporal (p.c.) de
zinco que é facilmente trocavel por manganés em um derivado de MnPLED tal como
mangafodipir. Isso substancialmente corresponde ao teor de zinco no plasma como
descrito acima. Os derivados de PLED tais como fodipir contém um sitio de ligagao
para 0 manganés/zinco por molécula. Assim, em vista da afinidade 1000 vezes mais
elevada para o zinco com relagdo ao quelante, a presengca de calcio no
calmangafodipir em uma relag@o de cerca de 4 em comparag@o com 0 manganés ira
proteger contra a liberagdo de manganés ap6s administracdo parentérica a um
paciente.

[0085] Em outra forma de realizacao, a invencgéo € direcionada aos métodos para
o tratamento de uma condi¢cdo patoléogica em um paciente, incluindo, mas nao
limitado a estes, uma condig¢do patoldgica provocada pela presencga de radicais livres
derivados de oxigénio, isto &, o estresse oxidativo, através da administracdo do
complexo. Em uma forma de realizagcdo especifica, a condigcdo patolégica é
provocada por superdxido resultando em subseqliente peroxidacao de lipideo e/ou
nitragao de proteina. Em uma forma de realizacao especifica, o complexo pode ser
administrado para o tratamento terapéutico de uma tal condigio patolégica em um
paciente humano ou outro mamifero. Em outra forma de realizacéo especifica, um
complexo de acordo com a invengdo é administrado para o tratamento de uma
condicdo patoldgica provocada pela presenca de radicais livres derivados de

oxigénio, isto &, o estresse oxidativo, em um mamifero.
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[0086] Em uma forma de realizagédo, o complexo é empregado no tratamento de
medicamento citotdxico ou citostatico, em que o complexo é administrado para
fornecer protecédo contra os efeitos colaterais desvantajosos dos medicamentos
citotoxicos/citostaticos, por exemplo, um ou mais medicamentos contra o cancer em
pacientes com cancer. Em uma forma de realizagdo mais especifica, o medicamento
citotoxico ou citostatico compreende pelo menos um de doxorrubicina, epirrubicina,
oxaliplatina, carboplatina, cisplatina, 5-fluorouracila, docetaxel ou paclitaxel. Nas
formas de realizagdo adicionais, a condicdo patolégica € a mieolossupressdo ou
neurotoxicidade, ou ambas.

[0087] Os métodos de acordo com a invencdo também podem incluir, mas nao
sdo limitados a estes, o tratamento de insuficiéncia hepatica induzida por
acetaminofeno, esteato-hepatite ndo alcoodlica (NASH), hepatite crénica induzida por
virus, doenga de Wilson, diabetes, doenga cardiaca isquémica, incluindo a lesado
induzida por isquemia-reperfusdo, ou lesdo induzida por isquemia-reperfusdo do
miocardio, tanto na forma aguda assim como eletiva, uma condigdo associada com
um tratamento trombolitico, um desvio cardiopulmonar, ou angioplastia transluminal
percuténea, ou € um resultado de uma cirurgia de transplante cardiaco ou de 6rgao
ou acidente vascular cerebral. Nas formas de realizagdo adicionais, os métodos de
acordo com a invengao também podem incluir o tratamento de condictes
relacionadas com ferro, incluindo a sobrecarga de ferro, por exemplo, talassemia,
anemia falciforme ou hemosiderose transfusional, cirrose do figado induzida por
hepatite, lesdo induzida por radiacdo, por exemplo, resultante da terapia de
radiagdo, varias doengas neurodegenerativas, incluindo a doenga de Alzheimer,
esclerose lateral amiotrofica (ALS), doenca de Parkinson, e esclerose mdltipla, e
outros mais.

[0088] Em mais outras formas de realizagdo, os métodos de acordo com a
invengdo sdo administrados como terapia de substituicdo para uma condig¢éo
patolégica de baixa atividade de manganés superéxido dismutase (MnSOD), tal
como ocorre em varias formas de cancer (Buettner, Anticancer Agents Med Chem

2011, 11:341-346). Assim, em uma forma de realizagdo, a invencéao € direcionada a
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um método para o tratamento do cancer do pulméo de células ndo pequenas
mediante a administragdo do complexo da invencdo, ou, mais especificamente,
calmangafodipir. Nas formas de realizagdo adicionais, a invenc¢ao é direcionada a
um método para o tratamento de cancer colorretal, cancer da proéstata, cancer da
mama, cancer do pancreas ou melanoma maligno, mediante a administragcdo do
complexo da invencao, ou, mais especificamente, calmangafodipir.

[0089] Uma propriedade interessante e provavelmente importante para o efeito
antitumoral do mangafodipir pode ser a sua propriedade de protecao de linfécitos,
como mostrado no Exemplo 5, e por Laurent et al., 2005 e Alexandre et al., 20086.
Embora os processos inflamatérios secundarios danifiquem o tecido normal por
estresse oxidativo, eles podem de fato ser benéficos para o tecido tumoral através
da criagdo do microambiente rico em fator do crescimento e promocado do
crescimento de clones cancerosos (Anscher, Onclogist 2010; 15:350-359; Kareva,
Transl Oncol 2011; 4:266-270;. Kerkar et al., Cancer Res 2012; 72:3125-3130). Um
exemplo surpreendente é a existéncia de macréfagos associados ao tumor que se
acumulam preferencialmente nas regidées mal vascularizadas de tumores e secretam
citocinas que realmente promovem o crescimento do tumor. Além disso, ndo apenas
podem estas citocinas promover o0 crescimento do tumor, mas elas também foram
mostradas de suprimir a ativacao dos linfécitos CD8+ T, que sdo mais eficazes na
eliminacao de tumores. De fato, existe um interesse crescente com relagéo a
importancia da resposta imune mediada pelos linfécitos T para o resultado da
quimioterapia de cancer (Zitvogel et al., Nat Rev Clin Oncol 2011; 8:151-160; Kerkar
et al., 2012). Sabe-se que a linfopenia grave (< 1000 células/pl) negativamente afeta
a resposta de quimioterapia. Uma cole¢ao de canceres de camundongo, incluindo o
cancer de célon CT26, fibrossarcomas MCA205, canceres da mama de linhagem
celular TSA, osteossarcomas de linhagem celular GOS e timonas EL4, respondem a
quimioterapia com doxorrubicina e oxaliplatina muito mais eficientemente quando
sao implantadas em camundongos imuno-competentes singénicos do que em
hospedeiros imuno-deficientes, isto €, camundongos nus (Zitvogel et al., 2011). Isto

esta de acordo com os estudos clinicos que revelam que os linfécitos CD8+ T
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produtores de IFN-y sdo potentes efetores imunes ao cancer. Além disso, uma
relacéo elevada de neutrdfilos/linfocitos € associada com uma baixa sobrevivéncia
global para os pacientes com cancer colorretal avancado (Chua et al., Br J Cancer
2011; 104:1288-1295). Levando-se em consideracdo que o mangafodipir € em
particular o calmangafodipir sdo agentes protetores de linfécitos altamente eficientes
durante a quimioterapia, é plausivel que esta propriedade seja de particular
importancia durante as condic¢des in vivo.

[0090] Para ser clinicamente util, um protetor de quimioterapia ou um protetor de
radioterapia utilizado em pacientes oncologicos deve satisfazer trés critérios: (i) o
agente deve proteger o tecido normal da toxicidade induzida por
quimioterapia/radioterapia, mas nao proteger o tecido do tumor (pelo menos ndo em
qualquer extensdo maior) — caso contrario nenhum beneficio serd obtido; (i) o
agente deve ser liberado com relativa facilidade e com toxicidade minima; e (iii) o
agente deve proteger os tecidos normais contra a toxicidade limitativa da dose ou
aqueles responsaveis pela reducao significativa na qualidade de vida (Citrin et al.,
2010). Os compostos da invencdo, e em particular calmangafodipir, preenchem
todos estes criterios, assim como os exemplos aqui apresentados demonstram. A
razdo pela qual o mangafodipir e o calmangafodipir protegem as células nao
malignas, mas danificam as células cancerosas, € aparentemente um paradoxo.
Embora nao desejando ser limitado pela teoria, pode ser, no entanto, que a protegao
de células nao malignas e as ac¢bes citotoxicas contra as células cancerosas sejam
apenas dois lados da mesma moeda. Um estado oxidativo elevado é indispensavel
para a estimulagdo mitogénica nas células transformadas (lrani et al., Science
1997;275:1649-1652). Varios estudos relataram que as espécies oxigénio reativas
(ROS) desempenham um papel importante na promogao da metastase do tumor (por
exemplo, Behrend et al., Mol Cell Biol 2005; 25:7758-7769). Estes dados sao
consistentes com um grande corpo de literatura que sugere que o equilibrio de
oxirreducao de muitas células tumorais epiteliais favorece um ponto definido elevado
de oxidante (Doroshow, 2006), incluindo as células CT26 (Laurent et al., 2005;
Alexandre et al.,, 2006). A MnSOD suprime o crescimento de células em uma
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variedade de linhagens celulares de céncer e em modelos de camundongo. Além
disso, a super-expressdo de MnSOD induziu a interrupcdo do crescimento na
linhagem celular de cancer colorretal humana HCT116 e aumentou a senescéncia
que requereu inducao de p53 (Behrend et al.,, 2005). A introdugdo do gene de
MnSOD normal nas células cancerosas altera o fenétipo e as células perdem a sua
capacidade de formar coldénias na cultura e tumores em ratos nus (Church et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90:3113-3117). O estado oxidativo elevado visto nas
células cancerosas tipicamente leva a produgdo aumentada de *O,’, que facilmente
reage com *NO para formar ONOO™ altamente toxico, resultando em nitracdo de
tirosina, o lado “desagradavel’ de *NO (Beckman et al, 1996; Radi, 2004).
Curiosamente, uma evidéncia convincente sugere que a nitracao de tirosina esteja
envolvida na supressado descrita acima da resposta imunolégica mediada por
linfécito CD8+ em tumores (Bronte et al., J Exp Med 2005; 201, 1257-1268;. Molon
et al., J Exp Med 2011; 208:1949-1962). Pode ser que o calmangafodipir através da
sua atividade SOD mimética iniba a producdo de ONOO™ e conseqiilentemente a
supressao imunologica, que explica o aumento do efeito anti-tumoral observado em
ratos imuno-competentes, mas nao camundongo imuno-incompetentes, como
demonstrado pelo Exemplo 10. O peroxinitrito ndo é capaz de nitragdo de proteina
diretamente, mas tipicamente precisa de um metal de transi¢ao ativo de oxirreducao
como o ferro ou o cobre (e ainda o manganés podem satisfazer esta necessidade)
(Radi, 2004). O fodipir e os seus metabdlitos desfosforilados possuem uma afinidade
extremamente elevada para Fe*' (Rocklage et al., 1989). Esta propriedade pode,
além da atividade de SOD mimética de calmangafodipir, ser de uma importancia
particular para a atividade anti-tumoral. Além da acdo dependente de linfocitos T, a
topoisomerase Il, como um artigo recente de Kurz (2012) pode sugerir.

[0091] O complexo pode ser administrado em uma composicdo farmacéutica.
Opcionalmente, as composi¢des farmacéuticas da presente invengao podem incluir
um ou mais portadores e/ou excipientes fisiologicamente aceitaveis, de uma maneira

bem conhecida para aqueles versados na técnica. Em uma forma de realizacéo, o
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complexo pode, por exemplo, ser suspenso ou dissolvido em um meio liquido,
opcionalmente com a adigcdo de excipientes farmaceuticamente aceitaveis. Os
excipientes adequados as composigdes farmacéuticas incluem quaisquer
excipientes de formulacao farmacéutica ou veterinaria convencionais, incluindo, mas
ndo limitado a estes, estabilizantes, antioxidantes, agentes de ajuste da
osmolalidade, tampobes, agentes de ajuste do pH, aglutinantes, cargas, e outros
mais. As composicdes farmacéuticas podem estar em uma forma adequada para a
administracdo, incluindo a administragao tanto parentérica quanto entérica. Em uma
forma de realizagdo especifica, a composicao estda em uma forma adequada, por
exemplo, injecdo ou infusdo. Assim, as composicbes farmacéuticas da presente
invencdo podem estar em uma forma de administracdao farmacéutica convencional
tal como um comprimido, capsula, p6, solugdo, suspensédo, dispersdo, xarope,
supositorio, aerossol, pomada, emplastro, ou coisa parecida. Em uma outra forma de
realizacdo, o complexo esta na forma liofilizada e, se desejavel, pode ser
reconstituido antes da administragdo. O complexo liofilizado pode estar em
composicao liofilizada contendo um ou mais estabilizantes, e/ou outros excipientes
conhecidos para uso na liofilizagao.

[0092] Tais composicbes de acordo com a presente invencdo podem ser
administradas por varias vias, por exemplo, por via oral, transdérmica, retal,
intratecal, topica ou por meio de inalagdo ou injecdo, em particular a injecao
subcuténea, intramuscular, intraperitoneal ou intravascular. Outras vias de
administragdo também podem ser utilizadas, incluindo Intratimpanica e intranasal, e
as vias que aumentam a eficacia, a biodisponibilidade ou a tolerancia dos produtos
sdo preferiveis. A via mais apropriada pode ser selecionada por aqueles versados na
técnica de acordo com a formulacado particular que é utilizada. As dosagens
adequadas serdo evidentes em relagdo ao tratamento selecionado. Em uma forma
de realizagdo, o método de tratamento de acordo com a invengdo compreende a
administracao de cerca de 0,01 a 50 umol/kg de peso corporal do complexo de metal
misturado. Nas formas de realizacdo mais especificas, 0 método de tratamento de

acordo com a invengédo compreende a administragédo de cerca de 0,1 a 10 umol/kg,
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ou cerca de 0,1 a 5 ymol/kg, peso do corpo do complexo de metal misturado.

[0093] Os exemplos que se seguem demonstram as varias formas de realizagéo
e aspectos da invengao.

Exemplo 1

Método

[0094] Um reator de 100-L revestido esguichado com N, foi carregado com
fodipir (DPDP) (4,0 kg baseado em anidro, 6,27 mol, 1 equiv) e agua deionizada (DI)
(19,2 L, 4,88 vol). O pH do lote foi ajustado para 5,7 com NaOH diluido (8,9 L total,
17,5 mol de NaOH, 2,8 equiv; preparado de 1,41 kg de 50 % em peso de NaOH e
8,0 L de agua DI) durante 35 min (21,0 a 23,3 °C; esfriamento externo). A pasta
fluida foi agitada durante 1 h em 20 a 25 °C durante cujo tempo uma solugdo se
formou. Para isso foi sequencialmente carregado Ca(OH), (361,1 g, 4,87 mol, 0,78
equiv), acido L-ascorbico (55,1 g, 0,313 mol, 5 % molar), e MnO (80 g, 1,13 mol,
0,18 equiv). Apds a adicdo de cada reagente o lote foi agitado durante 30 a 60
minutos em 20 a 25 °C e o pH foi medido (depois Ca = 6,24, amarelo claro a cor de
ferrugem ligeiramente turva; depois ascoérbico = 6,28 cor de ferrugem menos turva;
depois Mn = 6,38, ferrugem turva a verde amarelado). O lote turvo foi agitado
durante 16 h em 20 a 25 °C, o pH foi medido (6,36) e o lote foi filtrado através de um
filtro em linha de 0,3 4 em um reator limpo de 100 L. Enquanto isso, uma solucéo de
etanol (EtOH) 23A foi preparada com acetona (5,9 L, 1,47 vol) e EtOH (74 L, 18,5
vol). Uma parte da solugao de EtOH 23A (8,0 L, 2 vol) foi carregada no lote durante
30 minutos em 20 a 25 °C durante cujo tempo a solugéo tornou—se turva. O lote foi
semeado com calmangafodipir (40 g, 1 % em peso) e agitado durante 30 minutos em
20 a 25 °C para garantir solidos persistentes.

[0096] A temperatura do lote foi ajustada para 15 °C durante o curso de 1 h e
depois amadurecido durante 30 min em 13,8 a 15,5 °C. Ao lote foi carregado EtOH
23A (56 L, 14 vol) durante 10 h (11 a 14 °C). A pasta fluida foi misturada durante 13
horas em 5 a 10 ° C e depois filtrada para coletar os sélidos. O reator e os sélidos
foram enxaguados com EtOH 23A gelado (0 a 10 °C) (14 L, 3,5 vol), os sélidos

foram condicionados durante 2 h e depois secados em um forno a vacuo em 45 °C
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durante 72 h para proporcionar 4,819 kg (93 % de rendimento ajustado com relagéo
ao teor de agua) de calmangafodipir (lote # 11AK0105B) como um sélido amarelo. A
analise de HPLC revelou uma pureza de 98,8 %. A andlise de Karl Fisher do forno
(@ 170 °C) apresentou 10,1 % de agua. A andlise ICP indicou 4,27 % de Ca, 1,37 %
de Mn, 8,64 % de Na para uma relagcdo de Ca/Mn de 4,27, isto é, com uma
estequiometria de composig¢ao proxima a CasMn(DPDP)s.

Resultados

[0096] A andlise de XPPD (Difracdo em P6 de Raio X) foi conduzida e os
padrées resultantes sdo mostrados na Fig. 1. Os padrées de XRPD demonstram que
o calmangafodipir € uma entidade guimica Unica em vez de uma mistura simples. A
Fig. 1 mostra um grafico empilhado das trés formas cristalinas conhecidas de
calmangafodipir que interconverte de acordo com a umidade ambiental. A analise de
XRPD da umidade variavel demonstrou que a Forma B é estavel com mais de 40 %
RH, a Forma A estavel em 0 a 10 % RH, e a Forma C estavel entre 6 a 36 % RH.
Misturas das Formas B e C foram observadas entre 38 a 44 % de RH, e as
conversoes de forma foram observadas de ocorrer dentro de 3 horas em uma escala
de 10 mg.

Conclusao

[0097] Uma XRPD demonstrou surpreendentemente o calmangafodipir como
sendo uma entidade quimica em vez de uma mistura simples (Fig. 1).

Exemplo 2

Método

[0098] Em uma relagéo de 4:1 aproximadamente 200 mg de calfodipir (CaDPDP)
e 50 mg de mangafodipir (MnDPDP) foram pesados em um frasco de 40 ml e
dissolvidos em 40 ml de agua DI na temperatura ambiente para gerar uma solugao
amarela. A solugdo aquosa amarela foi secada utilizando um Buchi Mini Spray Dryer
B-290 enquanto ligado ao desumidificador Buchi B-296 como um condicionador de
ar que permite a entrada de ar do laboratério As experiéncias de otimizagcado da
secagem por pulverizagao foram executadas em temperaturas elevadas de entrada

(220 °C) com taxas de alimentagao variaveis (20, 30, 40, 50 e 60 %). A recuperagao
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do produto variou 180 a 230 mg.

Resultados

[0099] Os materiais resultantes foram analisados por XRPD (Figura 2) que
indicou que todos os produtos eram amorfos e foram mostrados de absorver agua
rapidamente, formando particulas fundidas e/ou sélidos pegajosos dentro de 24
horas de exposicao a 25 °C/60 RH e 40 °C/75 RH.

Exemplo 3

[00100] Este exemplo elucida a estrutura da nova entidade quimica
calmangafodipir, fazendo uso de: Espectroscopia de Absorg¢do de Infravermelho;
Espectroscopia de Massa; e Analise Elementar. A analise de NMR nédo pode ser
utilizada para a analise de calmangafodipir devido a natureza paramagnética do Mn.
Métodos

[00101] As analises descritas neste exemplo foram conduzidas em um produto
produzido de acordo com o método de uma sé etapa aqui descrito. O produto &
identificado como o lote # 7755-C-R0O-01-30-01, e foi preparado essencialmente
como descrito no Exemplo 1. Uma parte deste produto foi certificado como um
padréo de referéncia para o calmangafodipir.

[00102] Espectroscopia de Absorcdo de Infravermelho. O espectro de absorgéo
de infravermelho (FT-IR) de transformacdo de Fourier de calmangafodipir, lote #
7755-C-R0-01-30-01 foi obtido utilizando a reflexdo total atenuada (ATR) em um
espectrometro Thermo-Nicolet Avatar 370.

[00103] Espectroscopia de Massa. O espectro de massa de calmangafodipir, lote
# 7755-C-R0-01-30-01, foi adquirido em um sistema Waters Q-Tof Micro MS/MS. A
ionizacdo por Eletropulverizacdo (ESI) (modo de polaridade iénica positiva) foi
selecionada para a analise de MS. A amostra foi dissolvida em uma solugéo de
50:50 acetonitrila/agua + 0,1 % acido fébrmico em uma concentracdo de 10 ug/mi. A
solucéo foi infundida diretamente na fonte em uma taxa de 10 pl/minuto.

[00104] Analise Elementar. O calmangafodipir lote # 7755-C-R0-01-30-01 foi
fabricado utilizando uma relagdo molar de Ca/Mn de 4,26 e 2,8 mol de Na/mol de

fodipir. O teor de metais teérico do complexo com esta composicéo é de 1,41 % Mn,
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4,38 % Ca e 8,69 % Na.
Resultados
[00105] O espectro de absorgcado de infravermelho € mostrado na Fig. 3, e as

faixas de absorcdo de infravermelho caracteristicas (total de ondas) e as

designacdes correspondentes sdo como se segue:

Total de ondas (cm™) | Designacao
3250 N-H
3027 — 2848 C-H
1581 C=0
1528 C=C
1471, 1437 CH,, CHs3
1383 CHj;
1277 P=0
1092 P - OH
1038, 977, 933, 913 P-O-C
827,813,770, 751 | C — H aromatico

[00106] O espectro de massa e um espectro de massa expandido da amostra sao
apresentados nas Figs. 4A e 4B, respectivamente. O espectro se apresenta como
aquele de calfodipir e mangafodipir sobrepostos entre si. A massa exata do calfodipir
totalmente protonado é 676 e uma massa de 677 para [M + |] é observada. As
massas exatas para monossodico, dissédico, trissodico e tetrassddico sdo 698, 720,
742 e 764, respectivamente. O espectro apresenta [M + I] para cada espécie em
699, 721, 743 e 765, respectivamente. A massa exata de mangafodipir totalmente
protonado € de 691, com as espécies de monossoédio, dissddio trissddio, trissddio e
tetrassédico correspondentes em 713, 735, 757 e 779, respectivamente. O espectro
apresenta massas em 692, 714, 736, 758 e 780 para [M + |] para cada espécie.

[00107] Os resultados de teor de metais para o lote # 7755-C-RO-0Ol -30-01 foram
1,48 % Mn, 4,44 % Ca e 8,56 % Na e estdo de acordo com os valores esperados,
confirmando que tanto o manganés quanto o calcio sdo complexos, com o sédio

como o contra-ion, e que pouco ou nenhum de calcio esta presente simplesmente
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como um contra-ion.

Conclusao

[00108] Estes resultados sdo consistentes com a estrutura mostrada na Fig. 5. A
Fig. 5 mostra o Ca/Mn ideal e genérico 4:1 com 3 Na como contra-ions, 0 que
fornece o peso molecular de 745,43 mostrado na Fig. 5. O peso molecular meédio
para o material preparado como descrito e estudado neste Exemplo possui uma

relagcdo de Ca/Mn de 4,26 e Na de 2,8 como contra-ions, tendo um peso molecular
de 740,89.

Exemplo 4

[00109] Este exemplo mediu a excregdo de manganés (Mn) e zinco (Zn) na urina
em animais que receberam calmangafodipir ou mangafodipir, em doses equimolares
de Mn.

Método

[00110] Oito ratos Wistar machos (aproximadamente 250 g) foram injetados por
via intravenosa, através de uma das veias da cauda, com 0,25 ml de uma solugéo de
calmangafodipir 50 mM (lote # 11AK0105B), contendo aproximadamente 10 mM Mn
e 40 mM Ca, ou 0,25 mi de mangafodipir 10 mM (lote # 02090106), contendo 10 mM
Mn. Apéds a injecao, os ratos foram imediatamente colocados em gaiolas metabdlicas
para a coleta de urina durante um periodo de 0 a 24 horas. Para obter o teor basal
de manganés (Mn) e zinco (Zn) na urina, dois ratos adicionais (controles) receberam
0,25 ml de solugao salina e foram colocados em gaiolas metabdlicas para coleta de
urina durante o mesmo de tempo. As amostras de urina foram entdo armazenadas a
-80 °C até a analise de Mn. Antes da analise, as amostras foram descongeladas e
extensivamente agitadas para se obter amostras homogéneas. Uma aliquota de
cinco ml foi tomada de cada amostra de 5 ml de acido nitrico concentrado foram
adicionados. As amostras foram entdo desintegradas em um forno de microondas e
depois disso diluidas com agua destilada para um volume final de 50 ml. O teor de
Mn de cada amostra foi analisado por ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry). Amostras idénticas de calmangafodipir e mangafodipir como aquelas

injetadas nos ratos (isto &, 0,25 ml) foram retiradas e injetadas dentro de tubos de
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teste. Estas amostras foram tratadas de uma maneira idéntica aquela das amostras
de urina e analisadas quanto ao seu teor de Mn. Os resultados s&o apresentados
como o teor total de Mn na urina em 0 a 24 h (expressos como umol/kg + S.E.M.) e
como porcentagem (+ S.E.M.) da dose injetada. A diferenga estatistica entre os
animais que receberam calmangafodipir e mangafodipir, em relacdo a excregéo de
manganés na urina, foi testada por um teste t de Student nao pareado. Um valor p
mais baixo do que 0,05 foi considerado como uma diferenga estatisticamente
significativa.

Resultados

[00111] Os resultados sdo apresentados nas Figs. 6A, 6B e 6C. Vinte e quatro
horas apoés a injecéo iv de 0,25 ml de mangafodipir 10 mM contendo 2,59 umol de
manganés (Mn), 0,60 +0,04 ymol de Mn foi recuperado na urina (Fig. 6A), o que
corresponde a 23,1 £1,4 % da dose injetada (apds a excrecdo basal de 0,035 umol
ter sido subtraida, Fig. 6B). A figura correspondente apés a injecdo de 0,25 ml de
calmangafodipir 50 mM contendo 2,52 umol de Mn foi de 1,27 0,07 ymol de Mn
(Fig. 8A), o que corresponde a 50,5 +2,6 % da dose injetada (Fig. 6B). A diferenca
entre o mangafodipir e o calmangafodipir foi altamente significativa (p < 0,0001). A
diferenga na excrecdo renal de Mn foi mais ou menos refletida na diferenca da
excreg¢ao renal de zinco (Zn); expressa como aumento de excregdo de Zn, isto &, a
excrecao basal de 24 h (0,068 umol) é subtraida (Fig. 6C).

Conclusao

[00112] Assim, em uma dose de Mn equivalente, excrecdo de Mn duplicada de
calmangafodipir na urina em comparacdo com mangafodipir. A porcentagem de Mn
excretado na urina durante 0 a 24 h apds a injegéo intravenosa de mangafodipir
corresponde muito bem com as niimeros anteriormente relatados em ratos (Hustvedt
et al, 1997) e seres humanos (Toft et al.,, 1997). Os presentes resultados
demonstram que o calmangafodipir libera muito menos Mn sob condigdes in vivo do
que o mangafodipir. Isto fornece vantagens significativas pelo fato de a quantidade
de Mn livre disponivel para a absorgéo pelo cérebro e outros 6rgéos € reduzida e de

que o indice terapéutico é significativamente aumentado quando mais de
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mangafodipir terapéutico ou suas contrapartes desfosforiladas, MnDPMP e
MnPLED, estao disponiveis in vivo. Assim, o calmangafodipir torna um tratamento
terapéutico consideravelmente menos toxico e muito mais eficaz do que aquele de
mangafodipir.

Exemplo 5

[00113] Este exemplo compara o efeito citoprotetor do calmangafodipir com
aquele do mangafodipir e MnPLED no que diz respeito aos efeitos
mielossupressores de oxaliplatina em camundongos balb/c.

Método

[00114] Em uma primeira série de experiéncias, 3 grupos cada um consistindo de
5 camundongos fémea balb/c foram tratados uma vez por via intraperitoneal com
oxaliplatina de 7,5, 10,0 e 12,5 mg/kg de oxaliplatina, respectivamente. Um dia antes
(valor de referéncia) assim como 3 e 6 dias ap6s o tratamento com oxaliplatina, 50 pl
de amostras de sangue EDTA foram tomadas do plexo venoso orbital com um tubo
capilar de vidro. As amostras de sangue foram analisadas utilizando o sistema
automatizado CELL-DYN® Emerald (Abbott Diagnostics) com relagdo ao teor de
glébulos brancos (WBC), linfocitos (LYM), neutréfilos (NEU) e plaquetas (PLC). A
partir dos resultados (Figuras 7A a 7D), concluiu-se que outras experiéncias que
testam os efeitos mieloprotetores de calmangafodipir, mangafodipir e MnPLED
devem ser executadas em 12,5 mg/kg de oxaliplatina e que as analises de amostra
de ceélulas sanguineas devem ser executadas no dia anterior e 6 dias apés a
administracdo de oxaliplatina em cada camundongo. Trinta minutos antes da
administracdo de oxaliplatina (12,5 mg/kg) € 24 horas apds, os camundongos
receberam salina, calmangafodipir (5 mg/kg; lote # 11AK0105B), mangafodipir (1 e
10 mg/kg; lote # 02090106) ou MnPLED (1 mg/kg), por via intravenosa (5
camundongos em cada grupo). Uma dose de 5 mg/kg de calmangafodipir continha a
mesma quantidade de manganés como aquela de 1 mg/kg de mangafodipir, isto €,
1,3 umol;, 1 mg/kg de MnPLED continha um pouco mais de manganés
(aproximadamente 2 ymol). Um grupo de controle recebeu em lugar da oxaliplatina

veiculo (5 % de glicose) e soro fisioldgico. Os resultados sdo apresentados nos
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graficos como mudangas relativas a partir do valor de referéncia para os varios
tratamentos e células do sangue (+ S.E.M.). As diferencas estatisticas entre os
grupos de tratamento, onde apropriado, foram testadas por um teste t de Student
nao pareado. Um valor p mais baixo do que 0,05 foi considerado como uma
diferenca estatisticamente significativa.

Os resultados

[00115] Os resultados sdo apresentados nas Figuras 8A-8D. Em uma dose
equivalente de manganés, isto é, 5 mg/kg de calmangafodipir foi significativamente
de forma estatistica mais eficaz do que 1 mg/kg de mangafodipir para proteger os
camundongos da queda induzida por oxaliplatina no numero total de glébulos
brancos (WBC) (Fig. 8A). Uma Unica dose de 12,5 mg/kg de oxaliplatina fez com que
os WBC caissem mais do que 80 %, enquanto que a queda em animais tratados
com calmangafodipir foi apenas de cerca de 25 %. A queda correspondente em
camundongos tratados com 1 ou 10 mg/kg de mangafodipir foi de cerca de 50 %.
Estes resultados presumivelmente também sugerem que o MnDPDP deve ser
desfosforilado no MnPLED antes que ele possa exercer os efeitos mieloprotetores; 1
mg/kg de MnPLED foi, como calmangafodipir, significativamente mais eficaz do que
1 e 10 mg/kg de mangafodipir que protege os WBC. Quedas semelhantes foram
observadas nos linfécitos (LYM;. Fig. 8B) e nos neutréfilos (NEU; Fig. 8C) apés o
tratamento de oxaliplatina. Resultados qualitativamente semelhantes também foram
obtidos quando os neutréfilos (NEU) foram analisados (Fig. 8C). Quanto as
plaquetas (PLC;. Figs. 7D e 8D, em comparacdo com WBC, LYM e NEU) elas
diferiam tanto na sensibilidade para a oxaliplatina quanto nos efeitos citoprotetores
das substancias de teste.

Conclusao

[00116] O calmangafodipir foi em uma dose de manganés equimolar
significativamente mais potente do que o mangafodipir para proteger os
camundongos balb/c contra os efeitos mielossupressores da oxaliplatina do
medicamento anticancerigeno.

Exemplo 6
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[00117] A atividade citotoxica nas células de cancer do coélon de murino de
calmangafodipir foi comparada com aquela do mangafodipir, fodipir, MnPLED,
ZnPLED, ZnDPDP, calfodipir (CaDPDP), PLED, e CaCl,.

Metodo

[00118] A Vviabilidade das células foi medida utilizando o ensaio MTT.
Resumidamente, 8000 células CT26 (carcinoma do célon de camundongo) foram
semeadas por reservatorio em uma placa de 96 reservatorios e cultivadas durante a
noite em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) contendo 10 % de soro
fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 Ul/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina a 37 °C em ar umido com 5 % de CO,. As células foram entao
expostas durante 48 h em 1 a 1000 uM de calmangafodipir (lote # 11AK0105B),
fodipir (DPDP; lote # RDL02090206), PLED (lote # KER-AO-122 (2)), calfodipir
(CaDPDP), mangafodipir (lote # 02090106), MnPLED, ZnPLED, ZnDPMP e CaCl; a
37 °C. A viabilidade das células foi entdo avaliada através da adicao de 5 mg/ml de
metiltiazoltetrazélio (MTT) para uma concentracgao final de 0,5 mg/ml e incubacgao de
células de por mais 4 horas a 37 °C. O azul de formazano que é formado por
desidrogenases mitocondriais de células viaveis foi entao dissolvido durante a noite
a 37 °C mediante a adigcao de 10 % de SDS e 10 mM de HCI até uma concentracao
final de 5 % de SDS e 5 mM de HCI. Por fim, a absorvéncia da soluc¢ao foi lida a 570
nm com uma referéncia a 670 nm em uma leitora de microplacas Spectramax 340
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) conectada a um computador Apple
Macintosh executando o programa Softmax Pro VI.2.0 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA).

Resultados

[00119] A atividade citotdxica de fodipir, PLED, calfodipir ou calmangafodipir foi ao
redor de 20 vezes mais elevada do que aquela do mangafodipir (Figs. 9A e 9B). O
MnPLED foi quase 10 vezes mais potente do que o mangafodipir na sua capacidade
para neutralizar as células cancerosas CT26 (Fig. 9A). Nem ZnDPDP, ZnPLED nem

CaCl, apresentaram qualquer atividade citotdoxica em todas as concentracdes
utilizadas (Fig. 9A e 9B).
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Conclusao

[00120] Quando o calmangafodipir € o mangafodipir foram comparados, o
calmangafodipir foi observado de ser cerca de 20 vezes mais potente do que o
mangafodipir para neutralizar as células cancerosas CT26. A dissociacéo de
manganés em certa medida do fodipir provavelmente explica a eficacia de
neutralizacdo de cancer do mangafodipir. O calmangafodipir como definido nos
Exemplos 1 e 3, em concentragbes equimolares de manganés, € por outro lado tao
eficaz quanto o fodipir isoladamente, isto &, a eficacia de neutralizacdo do
calmangafodipir € muito mais elevada do que aquela do mangafodipir em
concentragbes equimolares de manganés. Esta descoberta sugere duas
propriedades importantes. Em primeiro lugar, o PLED ¢é desfosforilado
provavelmente tado eficaz quanto a sua contraparte fosforilada fodipir no que diz
respeito a sua capacidade de neutralizar as células do cancer, e em segundo lugar,
a estabilidade mais baixa de MnPLED em comparacéo com aquela do mangafodipir
(Rocklage et al., 1989) provavelmente explica a maior eficacia de MnPLED. A
auséncia de qualquer atividade citotéxica de ZnDPDP e ZnPLED é presumivelmente
devido a estabilidade 1000 vezes mais elevada destes complexos em comparacao
com as suas contrapartes de manganés (Rocklage et al., 1989).

Exemplo 7

[00121] Este exemplo compara a atividade antitumoral da oxaliplatina em um
modelo de camundongo que carrega cancer do célon de murino (CT26) na presenga
e na auséncia de calmangafodipir.

Método

[00122] As células CT26 foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? em
meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) contendo 10 % de soro fetal
bovino, 2 mM L-glutamina, 100 Ul/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina a
37 °C em ar umidificado com 5 % de CO,. Quando as células alcangaram ~50 % de
confluéncia elas foram colhidas por tripsinizacdo. Resumidamente, as células foram
lavadas com salina baseada em fosfato (PBS) (pH 7,3) e expostas a 0,05 % de

tripsina/EDTA 0,53 mM a 37 °C durante ~5 min. A tripsinizagao foi interrompida pela
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adicdo de meio de cultura RPMI1640. As células foram contadas e centrifugadas a
200xg durante 5 min. Depois disso, elas foram lavadas em PBS, centrifugadas
novamente e colocadas novamente em suspensdo em PBS a uma concentragéo de
2x10%/350 pl para injecdo em camundongos. Os camundongos fémeas balb/c entre 6
e 8 semanas de idade foram utilizados, como descrito por Laurent et al., 2005.
Resumidamente, cada camundongo foi injetado por via subcuténea na parte de tras
do pescogo com 2 x 10° de células CT26 no dia 0. Apos 7 dias (dia 7), quando os
tumores foram detectaveis, o tamanho do tumor foi determinado com um compasso
de calibre e os camundongos foram agrupados (5 em cada grupo) de modo que os
tamanhos dos tumores ndo fossem estatisticamente diferentes por grupo.
Oxaliplatina + calmangafodipir (lote # 11AK0105B) foi injetado € um grupo de
camundongos recebeu tratamento com veiculo (0,9 % de salina + 5 % de glicose)
isoladamente. Em uma primeira série de experiéncias, os camundongos foram
injetados i.v. com salina ou 50 mg/kg de calmangafodipir 30 minutos antes da
administracao de i.p. de 20 mg/kg de oxaliplatina (diluida em glicose a 5 %) ou 5 %
de glicose. Estes camundongos receberam, além disso, salina ou 50 mg/kg de
calmangafodipir 24 horas mais tarde (dia 8). Em outra série de experiéncias, os
camundongos foram injetados i.v. com salina ou 5 mg/kg de calmangafodipir 30
minutos, 10 mg/kg de oxaliplatina (diluida em glicose a 5 %) ou 5 % de glicose, e
salina ou 5 mg/kg de calmangafodipir 24 horas mais tarde (dia 8). Os camundongos
foram sacrificados no dia 10 e os tumores foram extirpados e os pesos Umidos foram
determinados. As diferencas estatisticas entre os grupos de tratamento, onde
apropriado, foram testadas por um teste t de Student nao pareado. Um valor p mais
baixo do que 0,05 foi considerado como uma diferenga estatisticamente significativa.
Resultados

[00123] Os resultados sé@o apresentados nas Figs. 10A e 10B. Na primeira série
de experiéncia os camundongos receberam 20 mg/kg de oxaliplatina, que é préxima
a dose maxima tolerada. Tratamento isolado com oxaliplatina resultou em uma
reducdo estatisticamente significativa e mais do que 50 % no peso do tumor. O

tratamento com calmangafodipir (50 mg/kg) ndo teve qualquer influéncia negativa
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sobre o efeito antitumoral da oxaliplatina em uma dose elevada (Fig. 10A). No
entanto, em uma segunda série de experiéncias em que 10 mg/kg de oxaliplatina
foram utilizados, o tratamento com uma dose relativamente baixa de calmangafodipir
(5 mg/kg) resultou em um melhor efeito antitumoral estatisticamente significativo
(Fig. 10B); o efeito combinado de 10 mg/kg de oxaliplatina acrescida de 5 mg/kg de
calmangafodipir foi quase tao eficaz quanto 20 mg/kg de oxaliplatina isoladamente.
Conclusao

[00124] O calmangafodipir nao interfere negativamente com a atividade anti-
tumoral de oxaliplatina, e, ao contrario, em uma dose relativamente baixa de
oxaliplatina (10 mg/kg), o calmangafodipir realmente aumentou a eficacia
antitumoral.

Exemplo 8

[00125] Este exemplo compara os niveis de manganés apds injegcdes
intravenosas repetidas de calmangafodipir e mangafodipir (39 vezes durante 33
semanas) no cérebro, pancreas e figado de camundongos.

Método

[00126] Ratos Wistar machos e fémeas foram injetados por via intravenosa com
NaCl 0,9 %, 72,0 umol/kg de mangafodipir (lote # 02090106; que corresponde a 72
umol/kg de manganés) ou 374,4 umol/kg de calmangafodipir (lote # 11AK0105B; que
corresponde a 72 pymol/kg de manganés) 3 vezes por semana durante 13 semanas
(cada grupo de tratamento consistia de 9 machos + 9 fémeas). Cada dose de
calmangafodipir correspondeu a cerca de 36 vezes a dose clinica assumida (ACD).
Apobs o periodo de administracdo de 13 semanas, os ratos foram sacrificados e os
cérebros e pancreas foram dissecados e aproximadamente 0,5 g das amostras
foram armazenadas congeladas até a analise de Mn. O teor de Mn de cada amostra
foi analisado por ICP-MS. Os resultados s&o expressos como ug/g de peso umido +
S.E.M. A diferenca estatistica entre o grupo de mangafodipir e o grupo de
calmangafodipir, com respeito ao teor de Mn, foi testada por um teste t de Student
pareado. Um valor p mais baixo do que 0,05 foi considerado como uma diferenca

estatisticamente significativa.
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Resultados

[00127] Os resultados sdo apresentados nas Figs. 11 A-C. O teor de Mn no
cérebro em ratos de controle tratados com NaCl, ratos tratados com mangafodipir, e
ratos tratados com calmangafodipir foi de 0,38 + 0,01, 0,99 £ 0,02 e 0,74 £ 0,01 pg/g
p.p, respectivamente. O teor de Mn correspondente no pancreas foi de 1,66 + 0,06,
5,54 £ 0,45 e 3,35 + 0,19 umol/kg, respectivamente. Embora, o teor de Mn do figado
foi significativamente elevado de forma estatistica no grupo de mangafodipir (Fig.
11C), a elevacao relativa foi muito menor do que aquela observada no cérebro e
pancreas.

Conclusao

[00128] A administracdo de uma dose acumulada elevada de calmangafodipir em
ratos resulta significativamente em menos retencdo de manganés no cérebro e do
pancreas em comparagdo com mangafodipir (a dose total em ambos os casos
correspondeu a cerca de 2800 pmollkg de manganés). Estes resultados
demonstram o perfil toxicolégico melhorado do calmangafodipir em comparacao com
aquele do mangafodipir.

Exemplo 9

[00129] Este exemplo mostra o efeito citoprotetor do calmangafodipir no que diz
respeito aos efeitos mielossupressores de carboplatina em camundongos balb/c.
Método

[00130] Em uma primeira série de experiéncias, 3 grupos, cada um consistindo de
cinco camundongos fémeas balb/c, foram tratados uma vez por via intraperitoneal
com a carboplatina em 75, 100 e 125 mg/kg de carboplatina, respectivamente. Um
dia antes (valor de referéncia), assim como 3 e 6 dias apdés o tratamento com
carboplatina, 50 yl de amostras de sangue EDTA foram tomadas a partir do plexo
venoso orbital com um tubo capilar de vidro. As amostras de sangue foram
analisadas utilizando o sistema automatizado CELL-DYN® Emerald (Abbott
Diagnostics) com relagdo ao contetido de glébulos brancos (WBC), linfécitos (LYM),
neutréfilos (NEU) e plaquetas (PLC). A partir dos resultados (Figuras 12A-12D),

concluiu-se que outras experiéncias para testar o efeito mieloprotetor do
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calmangafodipir devem ser executadas em 125 mg/kg de carboplatina e que, no
caso de WBC, NEU e LYM, as analises de amostra de células do sangue devem ser
executadas no dia anterior e trés dias apds a administragcado de carboplatina, €, no
caso de PLC, a analise da amostra de células do sangue deve ser executada um dia
antes e 6 dias apo6s a administracdo de carboplatina. Trinta minutos antes da
administracédo de carboplatina (125 mg/kg) e 24 horas apds, os camundongos
receberam salina ou calmangafodipir (1, 3, 10 ou 30 mg/kg; lote # 11AK0105B). Um
grupo de controle recebeu veiculo (salina) e soro fisiolégico em luigar de
carboplatina. Os resultados s&o apresentados nos graficos como mudancas relativas
a partir do valor de referéncia para os diversos tratamentos (média + S.E.M.). As
diferencas estatisticas entre os grupos de tratamento, onde apropriado, foram
testadas por um teste t de Student néo pareado. Um valor p mais baixo do que 0,05
foi considerado como uma diferenca estatisticamente significativa.

Resultados

[00131] Os resultados sao apresentados nas Figs. 13A-13D. A carboplatina (125
mg/kg) causou uma diminui¢cao de aproximadamente 50 % no WBC, assim como em
NEU e LYM. O tratamento com calmangafodipir em uma dose de 3 mg/kg aboliu
essas redugdes. A dose-resposta de calmangafodipir apresentou uma aparéncia em
forma de campanula em cada caso, de um modo semelhante como anteriormente
descrito para o mangafodipir em relacdo ao seu efeito cardioprotetor contra
doxorrubicina em camundongos CD (Kurz et al., Transl Oncol 2012; 5:252-259).
[00132] Quanto as plaquetas (PLC, Figs. 12D e 13D), em comparag¢do com WBC,
LYM e NEU, elas diferem na sensibilidade para com respeito a carboplatina.
Conclusao

[00133] O calmangafodpir profundamente protege os camundongos balb/c contra
os efeitos mielossupressores da carboplatina do medicamento anticancer.

Exemplo 10

[00134] Este exemplo compara a atividade antitumoral da oxaliplatina nos
camundongos balb/c imune competentes que transportam o cancer do colon (CT26)

e camundongos balb/c nus imune deficientes (nu/nu) na presenca e auséncia de



44/47

calmangafodipir.

Método

[00135] As células CT26 foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? em
meio RPMI 1640 contendo 10 % de soro fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 100 Ul/mi
de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina a 37 °C em ar umidificado com 5 % de
CO,. Quando as células alcangcaram ~50 % de confluéncia elas foram colhidas por
tripsinizacdo. Resumidamente, as células foram lavadas com PBS (pH 7,3) e
expostas a 0,05 % de tripsina/EDTA 0,53 mM a 37 °C durante ~5 min. A
tripsinizacao foi interrompida pela adicdo de meio de cultura RPMI1640. As células
foram contadas e centrifugadas a 200xg durante 5 min. Depois disso, elas foram
lavadas em PBS, centrifugadas novamente e colocadas novamente em suspensao
em PBS a uma concentragao de 2 x 10%/350 pl para injecdo em camundongos. Os
camundongos fémeas balb/c imune competentes e camundongos balb/c fémeas nus
imune incompetentes entre 6 e 8 semanas de idade foram utilizados, como descrito
por Laurent et al., 2005. Resumidamente, cada camundongo foi injetado por via
subcuténea na parte de tras do pescoco com 2 x 10® de células CT26 no dia 0. Apos
7 dias (dia 7), quando os tumores foram detectaveis, o tamanho do tumor foi
determinado com um compasso de calibre e os camundongos foram agrupados (5
em cada grupo) de modo que os tamanhos dos tumores nado fossem
estatisticamente diferentes por grupo. Grupos de camundongos (5 em cada grupo,
como ilustrado na Fig. 14) foram injetados i.v. com salina ou 5 mg/kg de
calmangafodipir (lote # 11AK0105B) 30 minutos antes da administragéo i.p. de 10
mg/kg de oxaliplatina (diluida com glicose 5 %). Os camundongos receberam, além
disso, salina ou 50 mg/kg de calmangafodipir 24 horas mais tarde (dia 8). Os
camundongos foram sacrificados no dia 10 e os tumores foram extirpados e os
pesos Umidos foram determinados. Os resultados sdo apresentados em um grafico
com relacdo aos varios tratamentos (média + S.E.M.) As diferencas estatisticas entre
0Ss grupos de tratamento, onde apropriado, foram testadas por um teste t de Student
nao pareado. Um valor p mais baixo do que 0,05 foi considerado como uma

diferenca estatisticamente significativa.
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Resultados

[00136] Os resultados s&do apresentados na Fig. 14. Houve clara tendéncia de que
os tumores cresceram mais nos camundongos balb/c imune deficientes do que nos
camundongos imune competentes balb/c nu/nu, mas esta diferenca n&o atingiu
significancia estatistica (p = 0,0870). Um dnico tratamento com 10 mg/kg de
oxaliplatina resultou em reducéo estatisticamente insignificante de 20 a 30 % nos
pesos do tumor em camundongos balb/c imune competentes e imune deficientes. O
tratamento com 5 mg/kg de calmangafodipir nao teve qualquer influéncia negativa
sobre o efeito antitumoral de oxaliplatina nos camundongos imune competentes ou
imune incompetentes. O peso médio do tumor foi de fato significativamente reduzido
de forma estatistica nos camundongos imune competentes tratados com 5 mg/kg de
calmangafodipir em comparagdo com os controles. No entanto, nenhuma tal reducao
foi observada nos camundongos imunodeficientes.

Conclusao

[00137] O calmangafodipir nado interferiu negativamente com a atividade
antitumoral de oxaliplatiha em camundongos imune competentes ou imune
deficientes, mas foi apenas nos camundongos imune competentes que o
calmangafodipir realmente aumentou a eficacia antitumoral.

Exemplo 11

[00138] A atividade citotdxica de calmangafodipir para células U1810 de céancer
de pulméao de células ndo pequenas humano (NSCLC) e cancer de pulmao células
nao pequenas de murino (LLCI) foi comparada com aquela do mangafodipir.
Métodos

[00139] A viabilidade das células foi medida utlizando o ensaio MTT.
Resumidamente, 8.000 células U1810 NSCLC ou LLCI NSCLC humanas foram
semeadas por reservatorio em uma placa de 96 reservatorios e cultivadas durante a
noite em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) contendo 10 % de soro
fetal bovino, L-glutamina 2 mM, 100 Ul/ml de peniciina e 100 pg/ml de
estreptomicina a 37 °C em ar umidificado com 5 % de CO,. As células foram entao
expostas durante 48 h em 1 a 1000 pM de calmangafodipir (lote #11AK0105B) ou
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mangafodipir (lote #02090106). A viabilidade das células foi entdo avaliada atraves
da adicao de 5 mg/ml de metiltiazoltetrazélio (MTT) para uma concentracao final de
0,5 mg/ml e incubagdo de células durante mais 4 horas a 37 °C. O azul de
formazano que é formado por desidrogenases mitocondriais de células viaveis foi
dissolvido em seguida durante a noite a 37 °C mediante a adigéo de 10 % SDS e 10
mM HCI até uma concentracgéo final de 5 % SDS e 5 mM HCI. Por fim, a absorvéncia
da solugao foi lida a 570 nm com uma referéncia a 670 nm em um leitora de
microplacas Spectramax 340 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) ligada a um
computador Apple Macintosh executando o programa Softmax Pro VI.2.0 (Molecular
dispositivos, Sunnyvale, CA, USA). A viabilidade das células U1810 ou LLC1 na
presenca de concentragdes crescentes de calmangafodipir ou mangafodipir &
apresentada como curvas de resposta da concentracdo (média + S.D.). As curvas
individuais foram ajustadas para a equacgdo logistica de resposta de inclinacéao
variavel sigmoidal (Graphpad Prism, version 5.02). A partir desta analise as
concentragdes que provocam 50 % de inibigao (ICsp) das substancias de teste foram
calculadas.

Resultados

[00140] A atividade citotoxica de calmangafodipir € mangafodipir com respeito as
células NSCLC U1810 e LLC1 é mostrada nas Figs. 15A e 15B. A relacdo de ICsg
calculada entre mangafodipir e calmangafodipir (0,0006329/0,00002274) mostrou
que o calmangafodipir foi de cerca de 28 vezes mais potente do que o mangafodipir
para neutralizar as células U1810 (Fig. 15A). Embora o calmangafodipir fosse
significativamente mais potente do que o mangafodipir para neutralizar as células
LLC1, por causa da aparéncia ambigua da curva de mangafodipir (Fig. 15B), ele ndo
foi significativo para calcular uma relagdo de 1Csy entre o mangafodipir e o
calmangafodipir.

Conclusbes

[00141] Os resultados demonstram a eficacia superior de calmangafodipir em

comparagao com o mangafodipir para neutralizar as células de cancer do pulméo de
células ndo pequenas, U1810 e LLC1.
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[00142] Os exemplos e as formas de realizagdo especificas aqui apresentadas
sao ilustrativos apenas por natureza e ndo devem ser tomados como limitativas do
escopo da invencdo definida pelas seguintes reivindicacbes. As formas de
realizagao especificas e vantagens adicionais da presente invengao serao evidentes

a partir da presente divulgacao e estao dentro do escopo da invengéo reivindicada.



1/4

REIVINDICACOES
1. Complexo de metal misturado, caracterizado pelo fato de ser de um

composto de Formula I, ou um sal deste, em que o0s metais misturados

compreendem célcio e manganés, em que a relacdo molar de célcio para manganés

é 1-10:
Férmula |
R R
\N R3 \|/
X = / X
i T
\ N
N R* R N
em que

X representa CH ou N,

cada R! independentemente representa hidrogénio ou -CH2COR?;

R°® representa hidroxi;

cada R? independentemente representa ZYR® em que Z representa uma
ligagdo ou um grupo selecionado de CHz, (CH2);, CO, CH2.CO, CH2CH2CO e
CH2COCHj;

Y representa uma ligacéo;

R® é um grupo de alquila mono- ou poli(hidréxi ou alcoxilado) ou da féormula
OP(O) (OR®RY;

R’ é hidroxi ou um grupo de alquila ou aminoalquila ndo substituido;

R® é um atomo de hidrogénio ou um grupo de alquila, opcionalmente
submetido a hidroxi, opcionalmente alcoxilado;

R3 é etileno; e

cada R* independentemente representa hidrogénio ou alquila Ci-3.

2. Complexo de metal misturado de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que R® é da formula OP(O) (OR®)R’; e R’ é hidroxi.
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3. Complexo de manganés metalico misturado de acordo com a
reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que R* é metil.

4. Complexo de metal misturado de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o composto de Formula | é o acido N,N’-bis-(piridoxal-

5-fosfato)-etilenodiamina-N,N’-diacético (DPDP) ou o &cido N,N’-dipiridoxil
etilenodiamina-N,N’-diacético (PLED), ou um sal farmaceuticamente aceitavel
destes.

5. Complexo de metal misturado de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o complexo de metal misturado € um complexo de

metal misturado de um sal de sédio de acido N,N’-bis-(piridoxal-5-fosfato)-
etilenodiamina-N,N’-diacético (DPDP ou fodipir) e em que a relacdo molar de calcio
para manganés é 4:1.

6. Complexo de metal misturado de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a relagdo molar de Ca?*/Mn?*

esta ao redor de 4.

7. Complexo de metal misturado de acordo com qualquer uma das

reivindicacfes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o complexo ¢é liofilizado.
8. Composicéo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que compreende

um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 7
€ um ou mais portadores e/ou excipientes fisiologicamente aceitaveis.

9. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizada pelo fato de que compreende um complexo de metal misturado,

definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 7 suspenso ou dissolvido, em um
meio liquido, e opcionalmente compreendendo um ou mais excipientes
fisiologicamente aceitaveis.

10. Método de producdo de um complexo de metal misturado definido em

qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que compreende

uma cristalizacdo de uma soO etapa de uma solucdo de calcio, manganés e de um
composto de Formula I, ou um sal deste.

11. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das
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reivindicacOes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparagcao de uma

composicao farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar uma lesao por
medicamento citotoxica ou citostatica.

12. Uso de acordo com a reivindicacao 11, caracterizado pelo fato de que o

medicamento citotdxico ou citostatico € um medicamento de tratamento do cancer.

13. Uso de acordo com a reivindicacao 11, caracterizado pelo fato de que o

medicamento citotoxico ou citostatico compreende pelo menos um de doxorrubicina,
epirrubicina, oxaliplatina, carboplatina, cisplatina, 5-fluorouracila, docetaxel ou
paclitaxel.

14. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicdo farmacéutica definida na reivindicagdo 8 ou 9 para tratar
mieolossupressao ou neurotoxicidade ou ambas.
15. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicdo farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar uma leséo
induzida por isquemia-reperfusao.
16. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicao farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar aterosclerose
e/ou diabetes.
17. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicdo farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratamento
trombolitico, um desvio cardiopulmonar, angioplastia transluminal percutanea,
cirurgia cardiaca ou de transplante de 6rgaos, ou acidente vascular cerebral.

18. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicao farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar insuficiéncia

hepética aguda induzida por acetaminofeno.
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19. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das
reivindicacoes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparagao de uma

composicao farmacéutica definida na reivindicacao 8 ou 9 para tratar sobrecarga de
ferro ou sobrecarga de cobre.

20. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das
reivindicacoes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparagao de uma

composicao farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar talassemia,
anemia falciforme, hemossiderose transfusional ou doenca de Wilson.

21. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das
reivindicacOes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparagao de uma

composicado farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar cirrose do
figado induzida por hepatite, esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH), ou hepatite
crdnica induzida por virus.

22. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicdo farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar uma leséo
induzida por radiacao.
23. Uso de um complexo de metal misturado definido em qualquer uma das

reivindicacdes de 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de uma

composicado farmacéutica definida na reivindicacdo 8 ou 9 para tratar cancer do
pulmédo de células ndo pequenas, cancer colorretal, cancer da préstata, cancer da
mama, cancer do pancreas ou melanoma maligno.

24. Uso de acordo com qualguer uma das reivindicagcbes 11 a 23,

caracterizado pelo fato de que compreende uma dosagem de cerca de 0,01 a 50

pmol/kg de peso corporal do complexo de metal misturado.
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Fig. 8C
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Fig. 84
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