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DESCRICAO
FOSFOPLATINAS E A SUA UTILIZAGAO NO TRATAMENTO DE CANCROS
RESISTENTES A CISPLANTINA E CARBOPLATINA

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Complexos de platina diamina sao bem conhecidos na técnica,
devido ao grande sucesso de cis-diaminadicloroplatina (II)
(cisplatina) para o tratamento do ovario, testicular, da
cabeca e pescoco, e outras formas de cancro. Além disso, a
cisplatina ¢é usada em conjunto com outros regimes
terapéuticos, incluindo radioterapia. Este
quimioterapéutico de platina medeia a apoptose na fase G2
do ciclo celular predominantemente através da inibicado da
transcricdo e por meio de ©processos de inibicao de
replicacdo, especialmente em doses elevadas. A ligacao
covalente de ADN através dos locais N7 das bases de guanina
e adenina, tanto por meios de intra- e inter-cadeia, gue
geralmente se acredita ser o evento molecular chave na
transducadao de uma cascata de respostas celulares que levam

a apoptose.

Embora a cisplatina seja altamente eficaz, exibe
neurotoxicidade renal e nefropatia. Além disso, muitos
pacientes desenvolvem resisténcia ao tratamento com
cisplatina, ao longo do tempo e, por conseguinte, nao sao
curados pelo tratamento de cisplatina. Dois outros
medicamentos aprovadas pela FDA platina, carboplatina (1,1-
diamina-ciclobutano dicarboxilato-platina (I1)) e
oxaliplatina (diamina-oxalato-platina (II)), s&do também
acreditados para funcionar de uma forma semelhante a de
cisplatina. A carboplatina ¢é especialmente eficaz contra
células tumorais resistentes a cisplatina, mas as doses

relativamente elevadas sao necessarias para tratar



eficazmente o0s pacientes que sdo resistentes a cisplatina.

Tals doses elevadas também tém associadas toxicidade.

Muitos dos novos complexos de amina de platina tém sido
sintetizados e testados quanto a sua atividade anti cancro.
No entanto, apenas alguns destes complexos (alguns dos
quais estao listados na Figura 14) exibiram resultados
promissores. Estes novos complexos contém uma variedade de
ligantes substituiveis de nao amina, bem como ligantes de
aminas ndo substituiveis que se cré serem importantes para
a ligacao de ADN e absorcao celular. Geralmente, estes e
outros complexos de platina amina relevantes conhecidos na
técnica sdo sintetizados pelo processo utilizado para
preparar a cisplatina, isto ¢é, quando tetracloroplatinato
(PtCl4?") recebe 1ligantes de amina para se tornar PtCly
(amina/diamina). Comecando com o complexo de tetracloro
geralmente fornece outros produtos, e assim por Ptlas?-
também pode ser utilizada para assegurar um rendimento

elevado e pureza do isdémero cis, seguindo-se a conversao de

Ptls? a Ptly (amina/diamina) e, em seguida, em Ptly
(amina/diamina) . Na conversdao Ptl:; (amina/diamina) de PtCl:
(amina/diamina), o complexo de di-iodo € convertido no

complexo diaqua mediante tratamento do primeiro com dois
equivalentes de nitrato de prata ou de outros sais de prata
soluveis a um pH baixo. O complexo diagqua resultante reage
rapidamente com cloreto de potédssio ou é&cido cloridrico
para se obter o complexo de dicloro de interesse. Em geral,
os complexos de platina de interesse sao sintetizados a
partir do complexo de diaqua correspondente a um pH baixo
para introduzir 0s ligandos substituiveis desde a
dimerizacdo ou a polimerizacao do complexo diagua ocorre
rapidamente a pH mais elevado, obtendo-se produtos

indesejaveis.



Em vez de ligandos cloro substituiveis, os complexos de
amina de platina na técnica também tém de azoto, enxofre,
carboxilato, fosfonato e como ligandos substituiveis. No
entanto, uma caracteristica dos complexos que se mostra
mais promissor para o tratamento do cancro é um ligante de
base dura substituivel coordenado com a platina (um &acido
suave). Exemplos de tais combinagdes dificeis de suave que
tém apresentado excelentes propriedades anticancerigenas

sdo complexos carboxilatos, carbonato, platina fosfonato.

Apesar dos esforcos tremendos para substituir cisplatina
por quimioterdpicos mais eficazes, os complexos e platina
(IT) e fosfatos de platina (IV) como ligantes substituiveis
tém permanecido praticamente inexplorados. Isto deve-se
principalmente ao fato de os primeiros trabalhos sobre os
complexos de fosfato de platina (Imy, normalmente
resultarem em complexos dinucleares em ponte de fosfato.
Apesar dos relatos de excelentes propriedades
anticancerigenas de alguns complexos de fosfoplatina
dinuclear (II), uma maior exploracado de suas aplicacdes
foram limitadas devido a baixa solubilidade destes
complexos em solugdes aquosas. Embora certos complexos
piro- monomérica e trifosfato sdo conhecidos na arte, tais
complexos nao sdo adequados para composicdes farmacéuticas,
porque eles sofrem hidrdélise em solugdes de fosfato
moderadamente &cidas, resultando em produtos dinucleares
insoluveis (ver US 7342122 para Odani et al. Descrevendo um
dimero do complexo monomérico am-2, que €& aqui descrito e
na Bose et al. Inorg. Chem. 1985, 24, 3989-3996; Ver
também, WO 2005/000858 de Odani et al, que descreve
monomérica am-2, tal como um potencial medicamento anti-

cancro) .



Por conseguinte, continua a haver uma necessidade na
técnica para alternativas estédveis e eficazes para a

cisplatina e carboplatina, para o tratamento de cancros.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona composi¢gdes que compreendem
fosfoplatinas, complexos estdveis fosfato monoméricos de
platina (II) e (IV), para utilizacdo num método de

tratamento do cancro, como definido nas reivindicacdes.

Também sdo fornecidos métodos de preparacdo e isolamento de

fosfoplatinas, tal como definido nas reivindicacgdes.

Sao revelados métodos para o tratamento de cancros,
incluindo cancros resistentes a cisplatina e/ou
carboplatina, por administracdo de uma quantidade eficaz de
fosfoplatinas, quer isoladamente ou em combinacdo, com um
veiculo farmaceuticamente aceitdvel, a um sujeito em

necessidade de tal tratamento.

DESCRICAO BREVE NOS DESENHOS

A Figura 1 mostra as estruturas de alguns dos complexos de
platina (II) e de platina (IV) do presente invento, em que
R1, R2, R3 e S sao tal como definido nas reivindicacdes. De
acordo com as reivindicacdes 1 e 20, certos complexos qgue
sdao excluidos destes estruturas também formam parte da
invencdo. Em certas formas de realizacdo, R1 e R2 séao
selecionados a partir de amina, metilamina, etilamina,
propilamina, isopropilamina, butilamina, ciclo-hexano
amina, anilina, piridina, e piridina substituidos. Em
certas formas de realizacao, R3 é selecionado a partir de

etilenodiamina e hexanodiamina. Em certas formas de



realizacéao, os sails farmaceuticamente aceitédveis dos

compostos sao reivindicados.

A FIGURA 2 mostra as estruturas de alguns complexos
isolados da presente invencgao, a saber: (A) diamina
(pirofosfato dihidrogénio) platina (II), também conhecida
como Z2-am; (B) cis-diamina-trans—-dihidroxi (dihidrogénio
pirofosfato) platina (IV), também conhecido como 4-am; (C)
1,2-etanodiamina (pirofosfato dihidrogénio) platina (II),
também conhecida como en-2; (D) 1,2-etanodiamina-trans-—
dihidroxi (pirofosfato dihidrogénio) platina (IV), também
conhecido como 4-en; (E) (trans-1, 2-ciclo-hexanodiamina)
(dihidrogénio pirofosfato) platina (II), também conhecida
como dach-2; e (F) (trans-1,2-ciclo-hexanodiamina)-trans-—
dihidroxi-(hidrogeno pirofosfato) platina (IV), também

conhecido como 4-dach.

A FIGURA 3 mostra a estrutura de cristal de raios-X de am-4

com idao de sdédio.

A FIGURA 4 apresenta a estrutura de cristal de raios-X de
en-4 nas suas conformacdes diferentes, visto do lado do

pirofosfato.

A Figura 5 mostra a extensdo da protonacao dos complexos
mostrados na Figura 2, tal como medido por 3P desvio
quimico como uma funcdao do pH. 0Os contstants acidez
estimadas s&o apresentadas na Tabela 1. Estes dados
fornecem informacdes sobre as diferencgcas de solubilidade
destes complexos entre solucdo acida e uma solucdo neutra.
Sob as condicgdes descritas, a valores de pH inferiores a 2,
estes complexos sao completamente protonados e, portanto,

espera—-se que exibam solubilidade reduzida.



FIGURA 6 apresenta a estabilidade do diferencial dach-2 em
(A) pH 4,2 e (B) pH 8. A um pH 8, nenhuma decomposicdo do
dach-2 foi observada, como evidenciado pela retencao do iao
pirofosfato coordenada a platina (II) até seis dias. Em
contraste, a um pH de 4,2, a decomposicdo consideravel é
evidente, devido ao aparecimento do sinal de pirofosfato
livres. Comecando com o espectro inferior de cada painel,
0s espectros foram registados a intervalos de tempo de 24

horas.

A FIGURA 7 €& um grafico de comparacdao dos efeitos
citotdxicos do dach-2, cisplatina, carboplatina e como uma
funcdo da concentracdo micromolar em linhas celulares
ovarianas humanas resistentes <cisplatina e carboplatina
(A2780/C30) . Esta 1linha de células €& resistente a

cisplatina micromolar 30 e carboplatina micromolar 100.

A FIGURA 8 é um grafico que compara os efeitos citotdxicos
do dach-2 com a FDA aprovou farmacos da cisplatina e
carboplatina, anticancerigenos para a linha celular ovarina

humana (A2780).

A FIGURA 9 representa a citotoxicidade de dach-2 no sentido
da cisplatina sensivel (A) e as linhas celulares de cancro

de pescoco e cabeca resistente a ciplastina (B). Os valores

[ON

de IC50 para dach-2 para células sensiveis a cisplatina
inferior a 1 micromolar, e para as células resistentes a

cisplatina, é inferior a 5 micromolar.

A FIGURA 10 mostra que a uma dada concentracado, dach-2 é
tomado pelas células (tal como determinado por
espectroscopia de absorcao atémica) em quantidades
reduzidas em comparag¢ao com a cisplatina. Por exemplo, a

concentragao de 10 uM, a acumulagdo de cisplatina em



células A2780 foi de 3,0 ng Pt/10¢ células enquanto dach-2
mostrou 1,0 ng Pt/10¢® células. Uma tendéncia semelhante

para acumulacdes de platina vale para outras concentracdes.

A FIGURA 11 mostra o ponto de ligacdo ao ADN por
cisplatina, como uma funcdo da concentracdao na linha
celular ovariana humana (A2780), determinado por
espectroscopia de absorcao atdmica, apds incubacdo durante
2 horas a cisplatina. Sem a platina ligada ao ADN foi
detetada por meio da mesma técnica quando as células A2780
foram tratadas com 2-dach- até a concentracdo micromolar de
50, mesmo qguando as células foram tratadas durante 24

horas.

A FIGURA 12 €& uma comparacao de ligacdo de base guanina (o
local de ligagao de ADN predominante de cisplatina) entre a
cisplatina (inferior), am-2 (meio), e dach-2 (topo), por
espectroscopia de RMN de protdao. O espectro de cima
apresenta um sinal para a base livre de guanina em 8,05 ppm
para o hidrogénio H8 do anel da purina, a parte inferior do
espectro revela um sinal adicional a 8,43 ppm para o protao
H8 devido a guanina ligacao a cisplatina, o local N7 do
anel purina, e o espectro do meio indica apenas o sinal
desacoplado guanina H8 platina mas nado de sinal ligado. O
espectro de fundo foi registrada apds 48 horas. Os
espectros médio e superior foram registrados apds 96 e 106
horas, respetivamente. Que o©s complexos da presente
invencdo nao se ligam covalentemente bases de guanina (o
local de ligacdo de ADN para a cisplatina, carboplatina, e
oxaliplatina) sugere mecanismos apoptdticos que sao

diferentes dos propostos para a cisplatina.

A FIGURA 13 mostra uma de dados de espectroscopia de RMN

1H, confirmando a falta de ligacdao do ADN em células de



ovdrio humano por Dach- 2. No ensaio associado, foi
permitido que dach-2 reagisse com o ADN de cadeia dupla de
vitelo-timo, um oligonucledtido sintético (5'-
ATGATTTAGGTGACACTATAGCAGT-3 '), um dinucledétido (dGpG), e
monofosfatos de nucledtidos (5'-dGMP e 5 '"-dAMP) em
concentracgdes tanto gquanto 250 vezes maior do que os de
doses celulares. A extensdao da ligacdo do ADN foi
monitorizada por espectroscopia de RMN 'H. Em paralelo, as
reacgcdes foram semelhantes com cisplatina conduzidas sob
condig¢des idénticas. Os resultados de uma experiéncia
tipica de RMN utilizando um oligonucledétido 25-mer esta
apresentado na figura, o que mostra que dach-2 nao
apresenta qualquer ligacdo mensuravel de ADN, enguanto a
cisplatina prontamente formam adutos covalentes com o ADN,
como evidenciado pela formacdo de novos sinais na regiao
8,4-8,95 ppm. No entanto, a cisplatina prontamente formados
adutos com todos os nucledétidos acima mencionadas, enquanto
ndo foram observados sinais de RMN detectavels para ligacéo

aos nucledtidos dach-2, mesmo apds sete dias.

A FIGURA 14 mostra as estruturas de alguns dos complexos de
platina activos conhecidos na arte que estdo a ser
utilizados como fdrmacos, estdo a ser avaliados como
potenciais medicamentos, ou que foram submetidos a ensaios

clinicos.

A FIGURA 15 mostra as estruturas dos complexos usados para
formar os complexos fosfoplatina da FIGURA 1; X &
halogéneo, R1, R2 e R3 cada um, independentemente, &
selecionado a partir de aminas alifdticas ou aromdticas

substituidas ou nao substituidas.

DESCRICAO DETALHADA



Aqui providenciados sao os complexos de pirofosfato (IV) e
platina monomérica (II) e (IV) estdveis (denominados
fosfoplatinas) para o tratamento de cancro, incluindo o
tratamento de cancros da cisplatina e/ou carboplatina-
resistente. Em geral, as fosfoplatinas ndo estdo sujeitas a
hidrdélise, sdo soluveis em solucdo aquosa a pH neutro e sao
estdvelis em solucdo aquosa a pH neutro. Além disso,
fosfoplatinas mostram citotoxicidade geral em linhas
celulares de cancro, e sao eficazes em linhas de células
que sao resistentes a um ou a ambos a cisplatina e
carboplatina. Por conseguinte, 0s fosfoplatinas sao
eficazes, e em alguns casos mais eficaz, em induzir a morte
de células de cancro, em comparacaoc com medicamentos
conhecidas cancerosas platina, e exibem uma estabilidade
desejavel e solubilidade em solucdes gque sdo adequadas para
administracdo a pacientes. Tal como € aqui usada em
referéncia as fosfoplatinas da invencdo, estdvel refere-se
a resisténcia dos complexos a hidrdlise quando mantida em
solucdao aquosa a um pH na gama de 6-8, durante um periodo

de tempo gque pode variar entre 2 e seis dias.

Acredita-se que fosfoplatinas, ao contrdrio da cisplatina,
carboplatina, e agentes anti cancro a base de platina
relacionados, nado se ligam de forma covalente de ADN. Uma
vez que a resisténcia a cisplatina ¢é acreditado para
originar a reparacgcao eficaz de danos no ADN por uma
variedade de enzimas, incluindo as enzimas de reparacao de
excisdo nuclear, e uma vez que para fazer fosfoplatinas nao
covalente de ADN de ligacao, resisténcia a fosfoplatinas
devido ao mecanismo de reparacdo do ADN € improvavel. Os
dados sugerem que fosfoplatinas desencadear superexpressao
de fas e fas relacionadas com fatores de transcricado e
alguns genes proé-—apoptdticos como Bak e Bax. Além disso, a

ligagao celular de fosfoplatinas é muito menos do que a



cisplatina, contudo os fosfoplatinas exibem citotoxicidade
tremenda. Assim, o presente invento proporciona agentes
anticancerigenos eficazes platina gue tém um alvo molecular

diferente do que aqueles na técnica.

Em algumas formas de realizacdo, os complexos tém as
férmulas gerais apresentadas na Figura 1, em que R1, R2, R3
e S sao tal como definido nas reivindicag¢des. De acordo com
as reivindicagdbes 1 e 20, certos complexos dque sSao
excluidos destas estruturas também formam parte da
invencdo. Em certas formas de realizacdo, R1 e R2 sao
selecionados a partir de amina, metilamina, etilamina,
propilamina, isopropilamina, butilamina, ciclo-hexano
amina, anilina, piridina, e piridina substituida. Em certas

formas de realizacdo, R3 ¢é selecionado a partir de

etilenodiamina e ciclohexanodiamina.

Em certas formas de realizacdo, o0s sais farmaceuticamente
aceitaveis dos compostos sao reivindicados. Assim, 0sS
agentes anti cancro da presente invencdo incluem, em certas

formas de realizacdo, os complexos na Figura 2.

Além disso proporcionam-se aqui métodos para sintetizar e
isolar platina monomérica estavel (II) e (IV), complexos de
pirofosfato. Em um exemplo, o método inclui os complexos
que formam com a fdérmula da Figura 1 (I) e (III), por
manutencdo de uma mistura aquosa de reacao que compreende o
excesso de pirofosfato e um complexo de platina com a
férmula apresentada na Figura 15, em que R, R?, R® e X sdo
tal como definido nas reivindicacdes;

a uma temperatura de cerca de 30 a cerca de 60 graus
Celsius durante um periodo de cerca de 12 a cerca de 18

horas a um pH de cerca de 7 a cerca de 9.
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Os complexos apresentados na Figura 15 pode ser feitos de
qualgquer maneira adequada. Em alguns exemplos, como
geralmente descritos na técnica, complexos cis-
(amina/diamina) dicloroplatina (II) podem ser preparados
por conversao de KyPtCls de KyPTI4 pela adigdo de iodeto de

potdssio. Este ¢é entdo feito reagir com os ligandos de

amina desejados. Os resultantes cis-(amina/diamina)
diiodoplatina (II) sao, em seguida, transformados na
correspondente cis-(amina/diamina)diaquaplatina (I1) in

situ através da adicdo de dois equivalentes de nitrato de
prata. As espécies cis-diagua [Pt(amina/diamina)z(Hz0)22+]
sdo entdo convertidos nos complexos de cis-dicloro pela a

adicdo de cloreto de potdssio.

Deve entender-se que podem ser utilizadas outras condicgdes
de reacado apropriadas. Por exemplo, em algumas formas de
realizacadao, a temperatura pode ser de cerca de 35 a cerca
de 45 graus C. Assim, a temperatura de reacao pode ser
desde cerca de 30-31,31-32, 32-33, 33-34, 34-35, 35- 36,
36-37, 37-38, 38-39, 39-40, 40-41, 41-42, 42-43, 43-44, 44-
45, 45-4¢, 46-47, 47-48, 48-49, 49-50, 50-51, 51-52, 52-53,
53-54, 54-55, 55-56, 56-57, 57-58, 58-59, 59-60 graus C, e
entre o0s mesmos incrementos. Bons resultados foram obtidos
a 40 graus C. Em alguns exemplos, o0s reaciondrios deixados
prosseguir a partir de cerca de 13 a cerca de 16 horas.
Assim, o tempo de reacdo pode ser desde cerca de 12-13, 13-
14, 14-15, 15-16, 16-17, e 17-18 horas e entre 0SS mesmos
incrementos. Bons resultados tém sido obtidos em tempos de
reacao de 15 horas. Em alguns exemplos, o pH pode ser de
cerca de 6-7, 7-8, e 8-9 e incrementos entre as mesmas.

Bons resultados tém sido obtidos com um pH de cerca de 8.

0O método inclui ainda, posteriormente, concentrando-se a

mistura aquosa de reacdo de tal forma que o0s precipitados

11



de pirofosfato ndo formam. Deve entender-se que a mistura
de reacao aquosa pode ser concentrada de dqualgquer forma
adequada. Por exemplo, a mistura de reacdo aguosa pode ser

concentrada por evaporacao rotativa.

0 método inclui ainda a descida rédpida do pH da mistura de
reagcao para um valor de pH inferior a 2 por adigdo de um
dcido adequado. Em alguns exemplos, o &cido nitrico pode
ser utilizado para baixar o pH. Em algumas formas de
realizacgdo, o pH é de no variam entre cerca de 1 a menos de

2. Bons resultados foram obtidos a pH 1

Em alguns exemplos, o método também inclui a mistura de
reacao a uma temperatura de temperatura entre 5 graus
Celsius e ambiente apds concentracao da mistura de reacao.
Em outros exemplos, o método também inclui o arrefecimento
da mistura de reacdo a uma temperatura compreendida entre 5
graus Celsius da temperatura ambiente e depois baixando o

pH da mistura de reacao.

Em outras formas de realizacao, sao fornecidos métodos de
complexos de formacdo de acordo com a Figura 1 (II) e (IV).
Os métodos sao tal como descritos acima, mas ainda
compreender a adicdo de perdxido de hidrogénio a mistura
reacional, e, opcionalmente, um reagente selecionado de
entre o0s sais de acetato, sais de grupo de butirato, e sais
de o-hidroxidcidos, depois de manter a mistura de reacao a
uma temperatura de cerca de 30 a cerca de 60 graus Celsius
durante um periodo de cerca de 12 a cerca de 18 horas a um

PH de cerca de 7 a cerca de 9.

Em alguns exemplos, © reagente opcional adicionado em
conjunto com perdxido de hidrogénio antes da concentracgao

da mistura de reacdo & selecionado a partir de acetato de

12



sédio, o butirato de sdédio, e sais de sbédio de «a-
hidroxidcidos. Em outros exemplos, o reagente opcional
adicionado em conjunto com perdxido de hidrogénio antes da
concentracao da mistura de reacdo é selecionado a partir de
acetato de potdssio, butirato de potédssio, e sailis de

potdssio de a-hidroxidcidos.

0O método de sintese e isolamento de complexos monoméricos
aqui descritos pode ser distinguido através da técnica uma
vez que o novo método nao produz compostos de fosfato
diméricos ou oligoméricos. Por exemplo, o método relatado
por Bose et al. em Inorg. Chem. 1985, 24, 3989-3996 (“Bose
1,985"), que envolve o isolamento de Pt (NH3)z(Hz2P207) (am-2)
a partir da mistura de reacdo através da absorcdo do
complexo pirofosfato anidnica em um anido resina -Exchange
a pH neutro e eluicdao com um eluente de pH baixo, nao foi
util para a sintese e isolamento do am-4, en-2, en-4, 2-
dach, e dach-4. Quando foi utilizado o método de Bose 1985,
estes complexos decomposta nas camas de troca idnica quando
a separacédo for tentada por eluicdo com um eletrdélito de pH
mais baixo. Inicialmente, 0s complexos virou preta
acastanhada, seguido pela formacdo de um precipitado preto
insoluvel dentro das resinas de permuta idnica. Separacao
de am-4, en-2, en-4, 2-dach, e dach-4 a partir das
respetivas misturas de reacdao € possivel apenas quando ©
método de Bose 1985 foi modificado como agqui descrito. Cada
mistura de reacdo fol concentrada por evaporacao a vVAacuo,
na medida em que o &acido pirofosférico ndo reagiu ndo se
precipitar quando o pH foi reduzido num passo seguinte (a
solubilidade do ligando de pirofosfato wvaria muito com o
PH) . Para iniciar a precipitacdo seletiva, as concentracgdes
finais variaram entre 0,05 a 0,08 M, uma vez mais a reducao
do volume resultou em co-precipitacdao do pirofosfato que

nao reagiu, que deve estar presente em excesso durante a
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reacao. Depois de se concentrar, as misturas reacionais
foram arrefecidas e o pH foi rapidamente reduzido para 1,0,
a fim de induzir a precipitacado, aproveitando as diferencas
na solubilidade entre as formas protonadas e desprotonadas

dos complexos.

Com um pH neutro, os complexos monoméricos isolados Pt (II)
e Pt(IV) da presente invengdo sdo estdveis. Tal como
indicado por 3P RMN espectros, na gama de pH de 6-8 dos
complexos ndo sofreu qualquer dissolucdo devido a perda de
um ou de amina ou um ligando de pirofosfato no intervalo de
tempo de seis dias a um pH neutro em solucdao aquosa. No
entanto, no mesmo intervalo de tempo, a dissolucao lenta
devido a libertacdo do ligando pirofosfato era evidente a
um pH de 4,2 com o aparecimento do sinal de pirofosfato
livre a -10,3 ppm. A0 mesmo tempo, um produto insoltvel
platina dinucleares em ponte pirofosfato (II) foi formado.
Os dados também indicam que a decomposicdo do acido depende
em grande medida da acidez, quanto maior for a acidez, mais
rapida é a decomposicdo (Ver Figura 5, a Tabela 1 e Tabela

2).

Tabela 1. Os desvios quimicos (d, ppm) para platina
desprotonada (II) e complexos de pirofosfato (IV) de

platina e as constantes de acoplamento de Pt-P

Complexo 5-31p, ppm 8-195pt, ppm Jppt, Hz
am-2 2.12 -1503 23.44
dach-2 1.78 ~-1729 25.03
en-2 1.93 N/A 29.73
am-4 2.32 1733 15.38
dach-4 2.41 1613 25.91
en-4 2.35 1582 25.91
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Tabela 2. Cadlculo dos (-registo das constantes de acidez)

valores para complexos de pirofosfato Pt (II) - e Pt (IV),

determinados por desvios quimicos de fésforo-31

Complexo PKa1 PKaz

am-2 2,960+3 (3,8+0,1) 4,7+0, 2

en—-2 2,2%0,1 4,4+0,1

dach-2 2,6+0,2 (3,3+0,1) 4,4+0, 2

am—4 2,0+0,1 4,7+0,1

en-4 <2 4,3+40,1

Os complexos presente invencado sdo Uteis para

tratamento de varios cancros.

celulares

Chinesas

como um primeiro ciclo de tratamento,

ovarianas

humanas

(A2780)

e Células

Ensaios citotdxicos em linhas

Ovarianas

demonstram que estes complexos sao eficazes

e ensaios com ambas

as células Ovarianas resistentes cisplatina e carboplatina

(C30) (ver Tabela 3)
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Figura 10 e Tabela 4).
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Quadro 3. Valores de IC50 nas concentrag¢des pM para

Fosfoplatinas,

C30/1linhagens celulares CHO

cisplatina e carboplatina em A270 e A2780

Complexo A780 A2780/C30 CHO
Cisplatina 7,5 + 1,5 110 £ 11,29 29 + 3
Carboplatina 90 + 13 >200 >200
dach-2 20 + 4 48 + 5 35 £ 5
dach-4 180 + 15 155 + 17 116 + 17
am-2 100 + 11 >200 120 £ 30
am-4 175 £ 22 >200 > 200
en-4 170 + 33 >200 > 200

Tabela 4. Acumulagdes Celulares Comparativas (ng/10°

células) de Platina para a cisplatina e pirodach-2 em

linhas celulares A2780 e A2780/C30

A2780 A2780/C30
Concentracgéo Cisplatina dach-2 Cisplatina dach-2

(nM)

10 3,00 £ 0,05 1,00 + 1,00 + 0,10 + 0,08
0,20 0,10

20 5,00 £ 0,06 1,50 + 2,00 « 1,00 = 0,02
0,30 0,40

30 6,00 £ 0,10 3,00 + 2,00 = 1,00 + 0,02
1,00 0,50

50 20,00 = 1,00 5,00 + 5,00 = 2,00 £ 0,10
0,30 1,00

Os dados sugerem que os complexos do presente invento pode

induzir apoptose por diferentes mecanismos moleculares e

celulares do que a cisplatina e outros farmacos de platina.

Em primeiro lugar,

Figura 12 e Exemplo 13)

a auséncia de ligacado covalente

(Ver

indica que os complexos do invento

nao funcionam através da via de ligacdo ao ADN. Acredita-se
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geralmente por aqueles peritos na arte que adqgquiriu
resisténcia a cisplatina é devido a uma remogado eficiente
de platina a partir de ADN pelo processo de reparacao de
excisdao de nucledtidos. Por causa da aparente auséncia de
ligacao a ADN, e, por conseguinte, a possibilidade de que
0s mecanismos de reparacdo de ADN ndo operam sSobre os
complexos da invengdao, a resisténcia celular aos complexos
pode ser eliminado. Esta conclusdo encontra suporte a
partir dos dados gue mostram que a citotoxicidade dach-2
estd presente em ambos a cisplatina e as linhas de células

resistentes a carboplatina (Ver Tabela 3).

Em segundo lugar, as provas de que 0s complexos do presente
invento induzem a apoptose por diferentes mecanismos
moleculares e celulares do que a cisplatina e outros
farmacos de platina vem de experiéncias em que foi
permitida a dach-2 para reagir com cisteina e glutationa
(dados nao mostrados). O ligando de pirofosfato de dach-2
foi prontamente substituido com ligacdao concomitante
através do tiol, indicando possivel ancorar proteinas
locais das proteinas da superficie celular através de

residuos de cisteina ou metionina.

Em terceiro 1lugar, as provas de que os complexos do
presente invento induzem a apoptose por diferentes
mecanismos moleculares e celulares do gque a cisplatina e
outros farmacos de platina também vem de experiéncias que
envolvem a sobre-expressao de fas e seus membros associados
(Ver Exemplo 11). Esta sobre-expressao em resposta aos
complexos da invencdo implica que outras vias gque danificam
o ADN vias de transducdo de sinal sao provavelmente
envolvidos em expor as atividades citotdxicas dos complexos
da invencado. Em média, fas foi sobre-expresso por um fator

de seis horas, quando as células foram tratadas com os
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complexos do presente invento, enquanto nao significativa a
sobre-expressao foi observada em células tratadas com

cisplatina.

Como aqui descrito, os complexos da presente invencao sao
tdo eficazes ou mais eficaz do que a utilizada cisplatina e
carboplatina, proporcionando assim um método de tratamento
de cancro em ©pacientes que previamente nado tinham
alternativas eficazes a cisplatina e carboplatina
tratamento. No entanto, o paciente nado necessita de ter
sido previamente tratados com cisplatina ou a carboplatina,
a fim de ser tratadas com os complexos aqui descritos.
Administracdao do tratamento pode ser realizado em um

hospital ou outras instalacdes médicas por pessocal médico.

Os complexos do presente invento sao administradas e
doseadas de acordo com a boa pratica médica, tendo em conta
a condicdo clinica do paciente individual, o local e método
de administracdao, a programacao da administracao, a idade
do paciente, sexo, peso corporal e outros fatores
conhecidos dos praticantes de medicina. O farmaceuticamente
“Quantidade eficaz” para os fins agqui descritos sao, assim,
determinadas por estas consideracdes, como sao conhecidos
na arte. A quantidade deve ser eficaz para conseguir uma
melhoria, incluindo, mas ndo limitado a, uma melhor taxa de
sobrevivéncia ou recuperacgdo mais rapida ou melhoria ou
eliminacdo de sintomas, e outros indicadores como sao
selecionados como medidas apropriadas pelos especialistas
na arte. Os complexos da presente invencdo podem ser

administrados a animais, incluindo mamiferos.

Os complexos da presente invencao podem ser administradas
de varias maneiras. Deve notar—-se qgue eles podem ser

administrados como o complexo e pode ser administrado por
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si g6, em solucdo aquosa aproveitando a excelente
solubilidade desses complexos, ou como um ingrediente
ativo, em combinagcdo com ©portadores farmaceuticamente
aceitdaveis, diluentes, adjuvantes e veiculos. Os complexos
podem ser administrados oralmente, subcutaneamente ou
parentericamente incluindo a administragdo intravenosa,
intra-arterial, intramuscular, intraperitoneal,
administracdo intratonsilar, e 1ntranasal, assim como
técnicas de infusao intratecal. Implantes dos complexos Sao
também uteis. O paciente a ser tratado é um animal de
sangue dquente e, em particular, mamiferos, incluindo o
homem. Os veiculos, diluentes, adjuvantes e veiculos
farmaceuticamente, bem como suportes de implantes
geralmente referem-se a materiais de enchimento inertes,
s6lidos ou liquidos, nao tdéxicos, diluentes ou material de
encapsulagcao nado reage com 0S 1ingredientes activos da

invencéao.

As doses podem ser doses simples ou doses multiplas durante
um periodo de varios dias. O tratamento tem geralmente um
comprimento proporcional a duragao do processo da doenca e
da eficadcia de medicamentos e da espécie do paciente a ser

tratado.

Ji¥e) administrar 0s complexos do presente invento
parentericamente, eles serdo geralmente formulados numa
forma injectdvel de dosagem unitaria (solucdo, suspensao,
emulsdao). As formulacgdes farmacéuticas adegquadas para
injecdo incluem solucgdes aquosas estéreis ou dispersdes e
pds estéreis para reconstituicdo em solucdes 1injetdveils
estéreis ou dispersdes. 0O veiculo pode ser um solvente ou
meio de dispersao contendo, por exemplo, &gua, etanol,

poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol,
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polietileno glicol liquido, e semelhantes), suas misturas

adequadas, e 6leos vegetais.

A fluidez adequada pode ser mantida, por exemplo, pelo uso
de um revestimento tal como lecitina, pela manutencdao do
tamanho de particula requerido no caso de dispersao e pela
utilizacdo de surfactantes. Veiculos nao aquosos de 6leo de
semente de algodao, 6leo de sésamo, 6leo de oliva, dleo de
soja, 6leo de milho, &éleo de girassol, ou o &leo de
amendoim e ésteres, tais como miristato de isopropilo,
podem também ser utilizados tais como sistemas de solventes
para as composigdes. Além disso, varios aditivos que
melhoram a estabilidade, esterilidade e isotonicidade das
composicgdes, incluindo conservantes antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes, e tampdes, pode ser
adicionado. A prevencado da accao de microrganismos pode ser
assegurada por varios agentes antibacterianos e

antifungicos, por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,

dcido sdérbico, e semelhantes. Em multos casos, sera
desejavel incluir agentes isotdnicos, por exemplo,
acucares, cloreto de sdédio, e outros semelhantes. A

absorcdo prolongada da forma farmacéutica injetdvel pode
ser provocada pela utilizacdo de agentes que retardem a
absorcao, por exemplo, monoestearato de aluminio e
gelatina. De acordo com a presente invencao, contudo,
qualquer veiculo, diluente ou aditivo utilizado teria de

ser compativel com os complexos.

As solucgbes 1njetdveis estéreis podem ser preparadas
incorporando os complexos utilizados na pratica do presente
invento na quantidade necessédria do solvente apropriado com

vadrios dos outros ingredientes, como desejado.
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Uma formulacdo farmacoldgica da presente invencao pode ser
administrada ao paciente numa formulacdo injetdavel contendo
qualquer veiculo compativel, tal como varios veiculos,
adjuvantes, aditivos e diluentes; ou 0s complexos
utilizados na presente invencado podem ser administrados por
via parentérica a um paciente sob a forma de implantes
subcutidneos de libertacdo lenta ou sistemas de distribuicéo
direcionada, tais como anticorpos monoclonais, entrega em
vetor, iontoforese, matrizes de polimero, lipossomas e
microesferas. Muitos outros desses implantes, sistemas de
libertacdo e mdédulos sao bem conhecidos pelos peritos na

técnica.

A invengdo ¢é descrita em detalhe por referéncia aos
seguintes exemplos experimentais. Estes exemplos séao
proporcionados para fins de ilustragdo apenas, e nao se

destinam a ser limitantes.

A descricdo anterior e os exemplos que se seguem demonstram
a sintese de complexos de platina pirofosfato de um modo
diferente dos métodos de sintese anteriormente descritas.
Estes complexos tém sido mostrados para tém atividades anti
cancro, 1inclusive em cancros cisplatina e carboplatina-
resistente. Inesperadamente, as atividades anticancerigenas
apresentados sdo comparaveis, para e ativo em doses
relativamente mais baixos do que alguns complexos de
platina administrados atualmente. Também inesperadamente,
os dados sugerem que os complexos da presente invencdo tem
um mecanismo de acao diferente do que os complexos de
platina de uso corrente, ou seja, que eles nado se ligam ao
ADN durante o tratamento. Assim, os complexos do presente
invento representam uma nova classe de agentes terapéuticos

de platina uteis para o tratamento de cancros, incluindo
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cancros resistentes cisplatina e carboplatina em gque o

tratamento eficaz tem sido previamente dificil de obter.

EXEMPLO 1: Diamina (pirofosfato dihidrogénio) platina (II)
(2—am)

Deca-hidrato de pirofosfato de sdédio (0,4 g) e 0,1 g de
cisplatina foram dissolvidos em 250 ml de &gua destilada,
PH 8, e incubado a 40 graus C durante 15 horas. Apds o
periodo de incubacdo, a solucdo foi concentrada até 5-10 mL
por evaporacgao rotativa e filtrou-se para remover qualquer
material de partida que ndo reagiu. A rapida reducdo do pH
para aproximadamente 1,0 por adicdo de 1 N HNOs precipitou
o produto sob a forma de um pd amarelo claro. Precipitacao
foi terminada por arrefecimento em gelo, e o produto foi
isolado por filtracdo a vacuo e lavado com &agua fria e
acetona. Rendimento de Pt (NHz)2(H2P207): 0,04 g (30%). O
espectro de 3P RMN mostra um unico pico a 2,12 ppm, pH
7,99, com respeito ao acido fosférico a 85% como referéncia

externa. 1°°Pt RMN de ressondncia ¢ detectada a -1503 ppm.

EXEMPLO 2 Cis-diammina-dihidroxi-trans-(dihidrogénio
pirofosfato) platina (IV) (AM-4)

Deca-hidrato de pirofosfato de sdédio (0,4 g) e 0,1 g de
cisplatina foram dissolvidos em 250 ml de &gua destilada,
PH 8, e incubou-se a 40 graus C durante 15 horas. Apds o
periodo de incubacdo, 1 ml de 30% de H;02 foi adicionada a
mistura de reacdo, e deixou-se reagir durante mais 3 horas.
A solucao foi, em seguida, concentrada para 5-10 ml por
evaporacao rotativa e filtrou-se ©para remover qualquer
material de partida que ndo reagiu. A rapida reducdo do pH
para aproximadamente 1,0 por adicdo de 1 N HNOs precipitou

o0 produto sob a forma de um pd amarelo claro. Precipitacao
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foi completada por arrefecimento em gelo, e o produto foi
isolado por filtracdo a vacuo e lavado com &gua fria e
acetona. Rendimento cis, trans Pt (NHs):(OH):(H2P207): 0,05 g
(34%). O espectro de 3P RMN mostra um unico pico a 2,32
ppm, pH 8,11, com um °°Pt-31P constantes de acoplamento de
15,4 Hz. O espectro 12°Pt RMN mostra um qguinteto a 1733 ppm,

com uma constante de acoplamento de 19°Pt-14N de 232 Hz.

EXEMPLO 3: 1,2-Etanodiamina(pirofosfato dihidrogénio)
platina (II) (en-2)

Deca-hidrato de pirofosfato de sdédio (0,4 g) e 0,1 g de
dicloro (etilenodiamina) platina (II) foram dissolvidos em
250 ml de &gua destilada, pH 8, e incubou-se a 40 graus C
durante 15 horas. Apdés o periodo de incubacdao, a solucao
foi concentrada para 5-10 ml por evaporacdo rotativa e
filtrou-se para remover qualquer material de partida que
ndo reagiu. A réapida reducdo do pH para aproximadamente 1,0
por adicdao de 1 N HNO3 nao precipitou o produto. O produto
foi caracterizado por situ por RMN 3P, Um unico pico é
observada em 1,93 ppm no espectro de RMN 31F com uma

constante de 195 Pt- 31 P de 29,73 Hz.

EXEMPLO 4: 1,2-trans-dihyroxo Etanodiamina- (dihidrogénio

pirofosfato) platina (IV) (4-br)

Deca-hidrato de pirofosfato de sdédio (0,4 g) e 0,1 g de
dicloro (etilenodiamina) platina (II) foram dissolvidos em
250 ml de Aagua destilada, pH 8, e incubou-se a 40 graus C
durante 15 horas. Apds o periodo de incubacdo, 1 ml de 30%
de Hz02 foi adicionada a mistura de reacdo, e deixou-se
reagir durante mais 3 horas. A solugdao foi entéo
concentrada para 5-10 ml por evaporacgao rotativa e filtrou-

se para remover qualquer material de partida que néo
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reagiu. A rdapida reducado do pH para aproximadamente 1,0 por
adicdo de 1NHNO: precipitou o produto sob a forma de um pd
amarelo claro. Precipitacdo foi terminada por arrefecimento
em gelo, e o produto foi isolado por filtracdo a vacuo e
lavado com 4agua fria e acetona. Rendimento trans-Pt
(OH) 2 (C2HgNz) (H2P207) ¢ 0,07 g (49%). O espectro de RMN 3P
mostra um uUnico pico a 2,30 ppm, pH 8,13, com um 195Pt—31P
constantes de acoplamento de 25,9 Hz. O espectro de RMN

195Pt mostrou um pico largo em 1582 ppm.

EXEMPLO 5: (Trans—-1,2-ciclo-hexanodiamina) (pirofosfato

dihidrogénio) platina (II) (dach-2)

Deca-hidrato de pirofosfato de sédio (0,4 g) e 0,1 g de
dicloro (trans-1,2-diaminaciclohexil)platina(II) foram
dissolvidos em 250 ml de &gua destilada, pH 8, e incubou-se
a 40 graus C durante 15 horas. Apds o periodo de incubacao,
a solucadao foi concentrada para 5-10 ml por evaporacao
rotativa e filtrou-se para remover qualquer material de
partida que ndo reagiu. A rdapida reducdo do pH para
aproximadamente 1,0 por adicdao de 1N HNOz precipitou o
produto sob a forma de um pd amarelo claro. Precipitacéo
foi terminada por arrefecimento em gelo, e o produto foi

isolado por filtracgdo a vacuo e lavado com agua fria agua e

acetona. Rendimento trans-Pt (CeH14Ny) (H2P207): 0,05 g
(38%). O espectro RMN °'P exibe um uUnico pico em 1,78 ppm,

pPH 7,93 com um !2°Pt-31P constante de 25,03 Hz. Sinal RMN

195pt & gravado em -1,729 ppm.

EXEMPLO 6: (trans-1,2-ciclo-hexanodiamina)-dihiroxi-trans-

(dihidrogénio pirofosfato) platina (IV) (dach-4)

Deca-hidrato de pirofosfato de sdédio (0,4 g) e 0,1 g de

dicloro (trans-1,2-diaminacyclohexyl) platina (II) foram
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dissolvidos em 250 ml de &gua destilada, pH 8, e incubou-se
a 40 graus C durante 15 horas. Apds o periodo de incubacéo,
1 ml de 30% de H;0; foi adicionada a mistura de reacao, e
deixou-se reagir durante mais 3 horas. A solucdo foi em
seguida, concentrou-se a 5-10 ml por evaporacao rotativa e
filtrou-se para remover qualquer material de partida que
nao reagiu. A rédpida redugdo do pH para aproximadamente 1,0
por adicdo de 1 N HNO® precipitou o produto sob a forma de
um pdé amarelo claro. Precipitacdao foi terminada por
arrefecimento em gelo, e o produto foi isolado por
filtragcdo a vacuo e lavado com 4&gua fria e acetona.
Rendimento trans-Pt (OH):(CgH14N2) (H2P207): 0,07 g (52%). O
espectro de 31P RMN mostra um uUnico pico a 2,41 ppm, pH
7,95, com um 195 Pt- 31 P constantes de acoplamento de 25,9

Hz. O espectro 195 Pt RMN revelou um pico largo a 1613 ppm.

EXEMPLO 7

Espectroscopia RMN 3P pode ser utilizado para confirmar
que a platina respectiva diamina (pirofosfato) (II) e
diamina (dihidroxi) (pirofosfato) platina (IV) mostrado na
Figura 2 e descritos nos Exemplos 1-6, foram sintetizados e

isolados pelo novo método aqui descrito.

Cada um dos complexos de exibiu um tnico 31 P RMN de
ressondncia com os desvios gquimicos em ppm, o intervalo de
1,78-2,12. Estes desvios quimicos sadao 9-11 ppm a jusante em
comparagao com o ligando de pirofosfato livres, de acordo
com os desvios quimicos observadas de coordenacgcdo para oS
quelatos de fosfato descritos na arte. Complexo pirofosfato
monodentados foram nao detectado nos produtos finais, como
revelado pela auséncia dos esperados dois conjuntos de
dupletos. Os dados de RMN 3P também mostrou que a oxidacao

de Pt (II) para os complexos de Pt (IV) de Hz0, foi
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seletivo, como evidenciado pela formagcdo de um Unico

complexo de pirofosfato platina (IV), em cada caso.

EXEMPLO 8

As células de cancro ovarianas humanas, A2780, foram
obtidos pelo Dr. Thomas Hamilton (Fox Chase Cancer Center,
Filadélfia, PA). As células foram cultivadas em monocamada
utilizando meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino, glutamina 2 mM, 0,25 unidades/mL de insulina
e penicilina/estreptomicina numa incubadora a 37 graus C
continuamente gaseificada com 5% de COz. As células foram
subcultivadas com 0,0625% de tripsina em HBSS para manter

as células em crescimento exponencial.

Os valores de IC50 foram determinados usando um ensaio
clonogénico. Resumidamente, 500 células A2780 de uma
suspensao de células individuais foram plagqueadas em placas
de 60 milimetros de Petri de 24 horas antes do tratamento
para permitir a ligagdo do medicamento de células. No dia
do tratamento, o meio foi decantado e substituido com a
medicamento e as células tratadas foram colocadas de volta
na incubadora a 37 graus C durante 1 hora. Placas em
triplicata foram criadas para cada concentracao do
medicamento. Apds o tratamento com medicamentos 1 hora, o
farmaco que contém o meio foi decantado e substituido por
meio fresco. Estas placas foram devolvidas ao 37 graus C
incubadora de uma semana para a formacgdo de coldnias. As
coldénias foram fixadas e coradas com violeta de cristal a
2% em absoluto metanol. As coldnias contendo mais do que 50
células foram contadas. O numero de coldénias marcados das
placas em triplicado foi em média, e este numero foi
dividido pelo numero de células plaqueadas para obter um

valor para a fracgédo de células que formam coldnias. Estes
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valores para a fracdao de células que formam coldénias foram
entdo corrigida para a eficiéncia do plagueamento,
dividindo-o pelo numero de células que formam coldnias em

placas que nao foram tratados com medicamento.

A Tabela 3 mostra a atividade anti cancro dos complexos
descritos aqui, expressos como valores de IC50, em
comparacdo com a cisplatina e carboplatina. Como pode ser
visto a partir dos dados, dach-2 exibe um melhor desempenho
do qgue ambos a cisplatina e carboplatina em linhas de
células resistentes. Além disso, dach-4 mostra tanto uma
atividade superior a carboplatina. Os dados também mostram
que Dach-4 é tao ou mais eficaz para as células cancerosas
resistentes a cisplatina/carboplatina e células sensiveis a
cisplatina, indicando ainda que fosfoplatinas pode néao

desenvolver resisténcia.

Ao contrdrio da cisplatina e carboplatina, os complexos de
fosfato da presente invencao prevé-se que exibem menos
toxicidade, devido & presenca de ligandos de fosfato, que
pode ajudar a transportar de forma eficiente destes
complexos para a célula. Além disso, ao contrario da
cisplatina, estes complexos de fosfato nado exibiram
qualquer ligagdo mensurdavel a ADN dentro de 72 horas, como
mostrado na Figura 12. A cisplatina ¢é acreditado para
funcionar por meio de ligacdao do ADN gendmico. Assim, os
complexos de fosfato do presente invento tém diferentes

alvos celulares.

EXEMPLO 9

Uma linha celular ovariana resistente a cisplatina (C30)
(Hamaguchi, et al., 1993), obtidos do Dr. Thomas Hamilton

(Fox Chase Cancer Center, Filadélfia, PA), fol tratada com
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os complexos de platina da presente monoméricos invento
(mostrado na Figura 2). Esta linha celular ¢é também
resistente transversal a carboplatina. As células foram
cultivadas em monocamada wutilizando meio  RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, glutamina 2 mM,
0,25 wunidades/mL. de insulina e penicilina/estreptomicina
numa incubadora a 37 graus C continuamente gaseificada com
5% de COz. As células foram subcultivadas com 0,025% de
tripsina em HBSS para manter as células em crescimento

exponencial.

Os valores de IC50 foram determinados usando um ensaio
clonogénico. Resumidamente, 500 células de C30 a partir de
uma suspensdo de células individuais foram plaqueadas em
placas de 60 milimetros de Petri de 24 horas antes do
tratamento para permitir a ligagdao do medicamento de
células. No dia do tratamento, o meio foil decantado e
substituido com a medicamento e as células tratadas foram
colocadas de volta na incubadora a 37 graus C durante 1
hora. Placas em triplicata foram c¢riadas para cada
concentracdao do medicamento. Apds o farmaco uma hora
tratamento, o medicamento contendo o meio foi decantado e
substituido por meio fresco. Estas placas foram devolvidas
a 37 graus C incubadora durante 1 semana para a formacdo de
coldénias. As coldénias foram fixadas e coradas com violeta
de cristal a 2% em metanol absoluto. As colédnias contendo
mais do que 50 células foram contadas. O numero de coldnias
marcados das placas em triplicado foi em média, e este
numero foi dividido pelo numero de células plaqueadas para
obter um valor para a fragcao de células que formam
coldénias. Estes valores para a fracdao de células que formam
colénias foram entdo corrigida para a eficiéncia do

plaqueamento, dividindo-os ©pelo numero de células dque
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formam coldénias em placas qgue nao foram tratados com

medicamento.

EXEMPLO 10

As linhas celulares UMSCC1l0b (sensiveis a cisplatina) e
UMSCC10b/15s (resistentes a cisplatina) derivados cancro de
células escamosas da cabeca humana e do pescog¢o foram
linhas obtidas pelo Dr. Stephen B. Howell, da Universidade
da Califdérnia, San Diego. As células foram cultivadas em
meio RPMI 1640 com 10% de soro fetal bovino, 100units/ml de
penicilina e 100 npg/ml de estreptomicina. As células foram
semeadas em placas de 24 cavidades com cerca de 20000
células/500 pl de meios em cada pogo de placa. As células
foram expostas a dach-2 com concentracdes varidveis que
variam de 1,12 pM a um méximo de 72 pM. As solugdes de 2-
dach complexo foram preparadas e aliquotas de estas
solucgdes foram adicionados para tornar as concentracgdes
eficazes. As células foram entdo deixadas a crescer durante
72 horas. Doze concentracdes diferentes foram utilizados
neste estudo. Cada concentracao teve um controlo para um

total de 12 controlos.

O CI50 para UMSCCl0b (sensiveis a cisplatina) pode ser
estimado como sendo inferior a 1,0 uM. Em comparagao, O
valor de IC50 para a cisplatina é de 17 pM, na mesma linha
(Ver Zheng et al., Clinical Cancer Research, 1997, 3, 1157-
1165). 0O IC50 para UMS. CC10b/15s (resistentes a
cisplatina) foi determinada para ser de 5 pM. A Figura 9
mostra a curva de sobrevivéncia de células para as linhas
de células sensiveis a cisplatina e resistentes a
cisplatina.

EXEMPLO 11
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Ensaios preliminares de expressao de genes que envolvem
complexos da presente invengdo em comparagao com cisplatina
(dados nao mostrados) foram efectuadas com uma matriz de
apoptose contendo 84 genes que inclui o superfamilia BCL2Z2,
tanto prdé-e anti-apoptdtica, caspases, o BIR-familia,
fatores ativador do receptor TNF, p53, e seus congéneres, e
fas associada membros por PCR em tempo real. Um olhar mais
atento para os dois conjuntos de expressdes de genes indica
claramente uma série de diferencas nos padrdes de
expressao. Por exemplo, fas e membros das fas genes
superfamilia foram superexpressos em células tratadas com
2-dach, enquanto a cisplatina influencia mudangas marginais
na expressao destes genes. Especificamente, fas foi sobre-
expresso por seis vezes em comparagao com o controle, e
genes TNFRs como TNFRSF-10B foi superexpressos por 2-3
vezes sobre controlos. Esses fatores recetores ultimos
pertencem aos fas superfamilia. E interessante notar que os
membros BCL2 proapoptotico como bakl e BAX foram
superexpressos cerca de 2-3 dobras por Dach-2, enquanto a
cisplatina nao fez mudancas significativas em sua

expressao.

EXEMPLO 12: Acumulacdo celular de platina e estimativa de

platina ligado ao ADN

Contetdo de platina foi quantitativamente estimada num
Espectrdmetro de Absorcao Atdémica com Forno de Grafite
(Perkin Elmer ARA-600) a partir de curvas de calibracao
estabelecidas utilizando cisplatina ou pirodach-2 na &gua.
As células (5x10%) foram semeadas em frascos de T75cm?.
RApdés 24h, as células foram entdo tratadas com diferentes
concentragdes (0, 10, 20, 30 e 50 uM) de cisplatina e
pirodach-2. Apdés 1 h de exposicdo, com os complexos de

platina, o meio contendo o farmaco foi retirado e as
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células foram lavadas com solugcdo salina tamponada com
fosfato gelada (PBS). As células foram entadaoc tratadas com
tripsina e centrifugadas num sedimento. Os sedimentos
celulares foram digeridos em HNOz concentrado e H;0;, antes
da andlise, de acordo com o método de McGahan. Os dados
apresentados na Tabela 4 foram coletados de trés ensaios
independentes, cada um foil realizado em duplicata. Para a
acumulacdo de cisplatina, os dados foram obtidos a partir
de ensaios em triplicado a partir de uma Unica amostra a

uma dada concentracao.

Para medic¢des de ADN-Pt, 1,0x107 células foram semeadas em
frascos de T75cm?. Apds 24 horas, os complexos de platina
foram adicionadas em diferentes concentracdes de 0, 10, 20,
30 e 50 uM. As células foram tratadas com os complexos de
platina durante 24 horas. Apds o tratamento, o meio foi
removido e as células foram lavadas com PBS gelado. As
células foram tripsinizadas e centrifugada num sedimento. O
ADN foi extraido wusando um kit de purificacdo de ADN
Wizard® SV (Promega). O ADN foi quantitativamente estimada
a partir da absorcao a 260 nm, utilizando um instrumento de

UV-Vis NanoDrop.

EXEMPLO 13: Ligagao de platina no ADN por RMN

Ensaios de espectroscopia de RMN do protdo foram realizados
num instrumento Bruker 500 MHz RMN em 99% (&tomo) D20, com
uma sequéncia de pulsos de supressdao de &gua. As amostras
continham cisplatina (2,0 mM) ou pirodach-2 (2,0 mM) e
nucleotideos (5'-dGMP, 5'-dAMP, dGpG (5,0 mM)), e dupla
cadeia de ADN (timo de vitela, 5,0 mM) um pH 7,0 mantido
por tampdes de fosfato e de carbonato (10-20 mM). Reacgdes
de cisplatina (0,25 mM) e pirodach-2 (0,25 mM) com um 25-
mero sintético: 5'-ATGATTTAGGTGACACTATAGCAGT-3 '(0,25 mM)
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foram também realizadas sob condicgdes idénticas. As reacgdes
foram efetuadas até 7 dias, e de H e 3P 0Os espectros de
RMN foram registados em intervalos de tempo regulares.
Normalmente, uma largura de pulso de 5 s m com um atraso de
repeticdo de 1,0 s foi wutilizado para as medicgdes.
Tipicamente, uma amplitude de varrimento de 10,000 Hz e 32
K pontos de dados foram selecionados para recolher a
inducdo deteriora gratuito. Um fator de ampliacdo da linha
1 Hz foi aplicado para a transformacdao de Fourier. Os
deslocamentos guimicos, com referéncia ao pico HOD, estao

em 4,67 ppm.
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REIVINDICAGOES

1. Uma composicdo para utilizacado num método de tratamento

do cancro, compreendendo:

um ou mais complexos de platina (II) ou (IV) monomérica

isolados de acordo com as fdérmulas I, II, III e IV:

jﬁf o
7 \b«yf\ SN A
& Con () af on (11}

em que cada R! e R?, independentemente, selecionados a partir
de NH3, e substituidos ou ndo substituidos aminas alifédticas;
em que cada R® é selecionado a partir de aminas alifdticos
substituidos ou nédo substituidos;

em que, quando R! e R? representa NH3, o outro R! e R? nado é
NH?; e

em que cada S ¢ independentemente selecionado a partir de
hidréxido, &acido acético, &cido butirico, e o-hidroxidcidos;
ou

cis-diamina-trans—-dihidroxi (dihidrogénio pirofosfato) platina
(IV) monoméricas isoladas, ou

sals farmaceuticamente aceitdveils destes.



2. A composigao para utilizacado num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 1, em que R! e R? séo
cada um independentemente selecionados a partir de NH3,
metilamina, etilamina, propilamina, isopropilamina,

butilamina, e amina de ciclo-hexano.

3. A composicadao para utilizacdo num método de tratamento do

[ON

cancro de acordo com a vreivindicagdo 1, em qgue R?

selecionado a partir de etilenodiamina e hexanodiamina.

4. A composicgao para utilizacdo num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o complexo de

platina monomérica isolada é:

1, 2-etanodiamina (dihidrogénio pirofosfato) platina
(IT), ou

(trans-1,2-ciclo-hexanodiamina) (dihidrogénio
pirofosfato) platina (II), ou
cis-diamina-trans—-dihidroxi (dihidrogénio pirofosfato)
platina (IV), ou

1, 2-etanodiamina-trans-(dihidrogénio pirofosfato)
platina (IV), ou
(trans-1,2-ciclo-hexanodiamina)-trans-dihidroxi

(dihidrogénio pirofosfato) platina (IV).

5. A composigdo para utilizacgdo num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicagdo 1, em gque o complexo de
platina monomérica isolado é (trans-1, 2-ciclo-hexanodiamina)

(dihidrogénio pirofosfato) platina (II).

6. A composicgao para utilizacdao num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 1, em gque o complexo de
platina monomérica isolado é (trans-1,2-ciclo-hexanodiamina) -

trans—-dihidroxi-(dihidrogénio pirofosfato) platina (IV).



7. Uma composicdo para utilizacdo num método de tratamento

do cancro de acordo com a reivindicacao 1, que compreende um

ou mais complexos de platina monoméricas isolados

selecionados a partir de

(1) cis-diamina-trans-dihidroxi (dihidrogénio

pirofosfato) platina (IV);

(i1) 1, 2-etanodiamina (pirofosfato dihidrogénio) platina
(IL);
(1i11) 1, 2-etanodiamina-trans-dihidroxi (pirofosfato

dihidrogénio) platina (IV);

(iv) (trans-1, 2-ciclo-hexanodiamina) (dihidrogénio
pirofosfato) platina (II);

(v) trans-1,2-ciclo-hexanodiamina) - -dihyroxo trans
(dihidrogénio pirofosfato) platina (IV); e

(vi) 0s seus sals farmaceuticamente aceitdveils.

8. A composicao para utilizacdo num método de tratamento
cancro de acordo com a reivindicagado 7, em que o complexo
platina monomérica isolada ¢é estavel em solucdo aguosa a

PH entre cerca de 6 a cerca de 8.

9. A composicgdo para utilizacgdo num método de tratamento
cancro de acordo com a reivindicacdo 7, em gque o complexo

platina monomérica isolada nao se liga ao ADN.

10. A composicgdo para utilizacgdo num método de tratamento
cancro de acordo com a reivindicacdo 7, em gque o complexo
platina monomérica isolada desencadeia a sobre-expressao
fas e de fatores de transcricdo relacionados com fas, ou

genes probé—apoptdticos.
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11. A composicado para utilizacg¢ao num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 10, em que os genes prd-—

apoptdédticos sao Bak e Bax.

12. Um método de preparacdao de um complexo de platina (II)

monomérico isolado compreendendo:

(i) a manutencdo de uma mistura aquosa de reacdao que
compreende o excesso de pirofosfato e um complexo de

platina de acordo com a férmula V ou VI:

R! X X
NS NS
z/ H\/\ U\x

W *w VD)

em que cada R! e R? é independentemente selecionado a partir
de NHs, e aminas alifdticas substituidas ou ndo substituidas
ou,

em que R?® ¢é sgselecionado a partir de aminas alifdticos
substituidos ou nao substituidos; e

em que X ¢é sgelecionado 1independentemente a partir de
halogéneos;

a uma temperatura de cerca de 30 a cerca de 60 graus Celsius
durante um periodo de cerca de 12 a cerca de 18 horas a um pH

de cerca de 7 a cerca de 9;

(i1) subsequentemente, se concentrar a mistura de reacao
aquosa, tal que os precipitados de pirofosfatos néao
formam;

(1ii) a répida reducdao do pH da mistura de reacdo para um
valor de pH inferior a 2 por adicdo de um &acido;

em que, a platina monomérica complexo (I1)

isolado tem uma férmula I ou III:

4



\\“ / 0\\ /OH

TN TN
NS "/

—F O——~
A & o

em que cada R! e RZ & independentemente selecionado a
partir de  NHs, e alifdtico substituido ou nao
substituido aminas;

em que R?® é selecionado a partir de diaminas alifaticos
substituidos ou nao substituidos; e

em que o complexo de platina monomérica isolada é
estdvel em solugdo aguosa a um pH entre cerca de 6

a cerca de 9.

13. O método da reivindicacdao 12, em gque o complexo de
platina monomérico isolado preparado ¢é (trans-1,2-ciclo-

hexanodiamina) (dihidrogénio pirofosfato) platina (II).

14. Um método de preparacdo de um monomérico isolado platina

(IV) complexo compreendendo:
(1) a manutencdo de uma mistura aquosa de reacao gue

compreende o excesso de pirofosfato e um complexo de

platina de acordo com a férmula V ou VI:

R! X X
NS LT
i



em que cada R! e R?Z & independentemente selecionado a
partir de NHsz, e substituido ou aminas alifdticas néo
substituidos,

em que R3 é selecionado a partir de aminas alifaticos
substituidos ou nao substituidos, e

em que X ¢é selecionado independentemente a partir de
atomos de halogéneo;

a uma temperatura de cerca de 30 a cerca de 60 graus
Celsius durante um periodo de cerca de 12 a cerca de 18

horas a um pH de cerca de 7 a cerca de 9;

(i) a adicdo a mistura de reacdo de perdxido de
hidrogénio, e opcionalmente, um reagente
selecionado a partir do grupo de sais de acetato,
sals de butirato, e sailis de o-hidroxidcidos e as
suas combinacdes;

(iii) subsequentemente, se concentrar a mistura de reacao
aquosa, tal gque os precipitados de pirofosfato nao
formam;

(iv) a rapida reducdo do pH da mistura de reacdo para um
valor de pH inferior a 2 por adicdo de Aacido

nitrico;

em que a platina monomérica isolado (IV) tem uma férmula
de ITI ou IV:

em que cada R!' e R? & independentemente selecionado a
partir de NHsz, e alifdtico substituido ou nao substituido
aminas;

em que R3 é selecionado a partir de aminas alifaticos
substituidos ou nao substituidos;

em que cada s é independentemente selecionado a partir de
hidrdéxido, &cido acético, 4&cido butirico, e alfa-hidroxi

acidos; e



em que o complexo de platina monomérica isolada & estavel em
solucao aquosa a um pH entre cerca de 6

a cerca de 9.

15. 0O método da reivindicacdo 12 ou reivindicacao 14, em que
a temperatura é de 40 graus Celsius e o tempo de reacdo & de

15 horas e o pH situa-se entre 7 e 8.

16. O método da reivindicacdo 12 ou reivindicacdo 14, gue
compreende ainda o arrefecimento da mistura de reagdao a uma
temperatura de entre 5 graus Celsius da temperatura ambiente
e depois de se concentrar a mistura de reacdo, ou depois de

reducao do pH da mistura de reacéao.

17. O método da reivindicacdo 14, em gque o reagente opcional
adicionado em conjunto com perdéxido de hidrogénio antes da
concentracdao da mistura de reacdao é selecionado a partir de
acetato de sdédio, o butirato de sdédio, e sails de sdédio de o-
hidroxidcidos, ou a partir de acetato de potédssio, butirato

de potédssio, e de sais potdssio de a-hidroxidcidos.

18. O método da reivindicacdo 14, em qgue o perdxido de
hidrogénio é a uma concentracao inicial de 30% de

volume/volume

19. O método da reivindicacdo 14, em qgue o complexo de

platina monomérica isolado preparado é:

cis-diamina-trans-dihidroxi (dihidrogéniopirofosfato)
platina (IV), ou

1,2-etanodiamina-trans—-dihidroxi (pirofosfato
dihidrogénio) platina (IV), ou (trans-1,2-ciclo-
hexanodiamina)-trans—(dihidrogénio pirofosfato) platina

(IV);



20. Uma composicao compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de pelo menos um complexo de platina
isolado monomérico selecionado de diamina (pirofosfato
dihidrogénio) platina (II) e os complexos de acordo com a
reivindicacgao 1 e pelo menos um transportador
farmaceuticamente aceitdvel, diluente, adjuvante, ou veiculo,
para utilizacdo em um método de tratamento de cancro que é
resistente a um ou mails agentes antineoplédsicos selecionados

de entre cisplatina, carboplatina, e oxaliplatina.

21. A composigao para utilizacdo num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 1 ou com a reivindicacao
20, em que o cancro ¢é selecionado a partir do testiculo,

pulmao de células pequenas, € cancros da cabegca e do pescogo.

22. A composigao para utilizagdo num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 1 ou com a reivindicacao

20, em gue o cancro é do ovario.

23. A composigao para utilizagdo num método de tratamento do
cancro de qualquer uma das reivindicacgdes 20 a 22, em gque o
complexo de platina monomérica isolada é tal como definido em

qualgquer uma das reivindicacgdes 2 a 4.

24, A composicgdo para utilizacdo num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 23, em que o complexo de
platina monomérica é isolado (trans-1, 2-ciclo-hexanodiamina)

(dihidrogénio pirofosfato) platina (II).

25. A composicgdo para utilizagdo num método de tratamento do
cancro de acordo com a reivindicacdo 23, em que o complexo de
platina monomérica isolada é trans-1,2-ciclo-hexanodiamina)

(dihidrogénio pirofosfato) platina (IV)



RESUMO
FOSFOPLATINAS E A SUA UTILIZAQAO NO TRATAMENTO DE CANCROS
RESISTENTES A CISPLANTINA E CARBOPLATINA

A presente invencao proporciona, fosfoplatinas complexos de
fosfato monoméricos iolados de platina (II) e (IV) isolados
e o0s métodos de utilizacdao dos mesmos para o tratamento de
cancros, incluindo cisplatina - e cancros resistentes a
carboplatina. Ao contrdrio da cisplatina, estes complexos
ndo sdo facilmente sujeitos a hidrélise e sao bastante
soluveis e estaveis em solucdes aquosas. Além disso, estes
complexos - ao contradario da cisplatina, carboplatina, e
agentes anti cancro a base de platina relacionados - ndo se
ligam ao ADN. Em vez disso, o0s dados sugerem dgue as
fosfoplatinas desencadeam a superexpressadao de fas e fas
relacionadas com fatores de transcricdo e alguns genes prd-
apoptdédticos como Bak e Bax. No entanto, o8 complexos
apresentam uma tremenda citotoxicidade para as células
cancerosas. Assim, o presente invento proporciona agentes
anticancerigenos de platina novos gque possuem um alvo

molecular diferente do que aqueles na técnica.
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Figura 7
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 13
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