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RESUMO

"COMBINAQAO DE NILOTINIB E CLORAMBUCILO PARA O TRATAMENTO

DA LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA"

A 1invencao refere-se para uma combinacao que
compreende (a) um agente prejudicial do DNA; e (b) 4-metil-
3-[[4-(3—piridinil) -2-pirimidinil]-amino] -N-[5- (4-metil-1H-imidazol-
1-il)-3—(trifluorometil)-fenil]-benzamida ("nilotinib"); uma com-
posicdo farmacéutica compreendendo uma tal combinacdo e,
opcionalmente, pelo menos um veiculo farmaceuticamente
aceitdavel para utilizacdo simultédnea, separada ou sequen-
cial, em particular para o tratamento da leucemia linfo-
citica crénica (CLL); a utilizacdo de uma tal combinacao
para a preparacao de um medicamento para o tratamento da
CLL; uma embalagem comercial ou produto compreendendo uma
tal combinacdo, cada uma; e para um método de tratamento de

um animal de sangue quente, especialmente um ser humano.
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DESCRICAO

"COMBINAQAO DE NILOTINIB E CLORAMBUCILO PARA O TRATAMENTO

DA LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA"

A invencao refere-se para uma combinacao que
compreende (a) um agente de danificacao de DNA, ou seja,
clorambucilo e (b) benzamida ("nilotinib"); uma composicao
farmacéutica compreendendo uma tal combinacdo e, opcio-
nalmente, veiculo aceitavel, pelo menos um veiculo farma-
ceuticamente, apropriados para a utilizacdo simulténeo,
separado ou sequencial, em particular para utilizacao no
tratamento de leucemia linfocitica crdénica (CLL); e uma
embalagem comercial ou produto compreendendo uma tal
combinagao, cada um, tal como definido nas reivindicacgdes

independentes, que sao incorporados aqui por referéncia.

O agente de danificacao do DNA numa combinacao de
acordo com a invencdo € um andlogo da mostarda de azoto
chamado clorambucilo, mas a divulgacao também permite
clornafazina, estramustina, mecloretamina, cloridrato de
6xido de mecloretamina, navembiquina, fenestrina, predni-
mustina, trofosfamida, mostarda de uracilo, ciclofosfamida,

uramustina e melfalano.

0 documento US 2006/0122186 revela uma combinacdo
de imatinib com andlogos de mostarda de azoto e seu uso

contra a leucemia linfocitica crdnica.



PE2240172 -2 -

A leucemia linfocitica crénica (CLL) é a forma
mais frequente de leucemia em adultos, responsavel por 25%
de todas as leucemias (anualmente aproximadamente 10 000
novos casos de CLL nos Estados Unidos (EUA)). Nos EUA,
cerca de 95% dos casos de CLL sado leucemia fendétipo de
células—-B. Cerca de 50% do CLL, oS pacientes sao
assintomdticos no momento do diagndéstico. O estado da
doenca se correlaciona com o progndstico; O estidgio tem uma
sobrevivéncia média >10 anos, enquanto que a fase I-II tem
uma sobrevida mediana de 7 anos. O tratamento geralmente é

iniciado guando os pacientes sdo sintomdaticos.

Existem dois grupos principais de farmacos
utilizados no tratamento de CLL: (1) agentes alguilantes de
ligacao tais como clorambucilo (CLB) ou ciclofosfamida e (2)
andlogos de purina tais como fludarabina. Normalmente
clorambucilo (CLB) foi o tratamento inicial padrao, mas
fludarabina e <ciclofosfamida (CTX) j& se tornaram o
tratamento padrao de primeira linha. Estes agentes conduzem
a respostas em 60-75% dos pacientes. Estudos aleatérios
recentes demonstraram uma taxa de resposta mais elevada
para fludarabina, em comparacaoc com CLB mas nao houve
diferenca na sobrevivéncia. Qualguer agente ¢é aceitavel
como terapia de primeira linha na leucemia linfocitica
crdénica. Outros agentes estdo disponiveis para a terapia.
Eventualmente, todos os pacientes se tornam resistentes aos
fadrmacos. Nao existe tratamento capaz de curar esta doenca

(Kalil, N. and Cheson, B.D. The Oncologist 4:352-369,
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1999). O documento PCT/IB 03/05454 revela que o mesilato de
imatinib, o ingrediente ativo de Gleevec®, sensibiliza os
linfécitos B-CLL para CLB. Enquanto o imatinib em
combinacdo com CLB estd atualmente na fase de estudo
clinico I-II para o tratamento da CLL, verificou-se agora,
surpreendentemente, que o nilotinib possui uma poténcia
maior do que o 1matinib na sensibilizacdo dos linfdcitos
CLL em direcao a CLB. Enquanto nao estao dispostos a se

comprometer com a teoria, descobrimos que tanto nilotinib

como imatinib inibem de modo semelhante a reparacao de DNA

relacionada com Radbl induzida por CLB, mas somente

nilotinib aumenta [J H2AX induzido por CLB. Andlise de

ativacdo da caspase-3, mostrou um aumento das vias de

apoptose mediada pela ativacao de JNK em células tratadas

com CLB em combinacao com nilotinib, mas nao com imatinib.

Além disso, a c—-abl de inibicdo pelo nilotinib conduz a

regulacao negativa da wvia NFkB envolvido na manutencao da

sobrevivéncia dos linfdécitos B-CLL.

Figura: Efeito sinérgico de nilotinib e imatinib na

citotoxicidade CLB em linfdécitos de doentes com B-CLL. A

avaliacao do efeito sinérgico de 1, 5 e 10 uM de nilotinib
e imatinib na citotoxicidade CLB foi avaliada utilizando o
ensaio de MTT. O |valor|<l indica que o CLB mais nilotinib
ou imatinib atuam sinergicamente. Quando |valor oul|>1, o0s

farmacos agem antagonicamente. *: p <0,001.

A presente revelacao providencia uma combinacgao

para utilizacdo simultdnea, separada ou sequencial que
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compreende (a) agente danificador de DNA (de acordo com a
invencao, clorambucilo) e (b) 4-metil-3-[[4-(3-piridinil) -
2-pirimidinil]-amino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-11)-3-

(tri—-fluorometil)-fenil benzamida, na qual o0s ingredientes
ativos (a) e (b) estao presentes em cada caso na forma
livre ou na forma de um sal farmaceuticamente aceitdvel. A
presente divulgacao ou no caso do clorambucilo a presente
invencao proporciona ainda a referida combinagao para
utilizacdo simultédnea, separada ou sequencial. 0O referido

agente danificador de DNA é um andlogo da mostarda de azoto.

A presente divulgagao proporciona uma combinacgao
que compreende (a) um andlogo de mostarda de azoto sele-
cionado a partir de um grupo consistindo de clorambucilo
(nas formas de realizacao da invencao), clornafazina, es-
tramustina, mecloretamina, cloridrato de ¢6xido de meclore-
tamina, navembiquina, fenestrina, prednimustina, trofosfa-
mida, ciclofosfamida, uramustina, melfalano, e mostarda de
uracilo e (b) 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimidinil]-
amino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(trifluorometil)—
fenil benzamida, na qual os ingredientes ativos (a) e (b)
estdo presentes em cada caso na forma livre ou na forma de
um sal farmaceuticamente aceitdvel. A presente divulgacao
(no caso das formas de realizacao da invencao, com clo-
rambucilo) proporciona ainda a referida combinacao para

utilizacdo simultdnea, separada ou sequencial.

A presente invencao proporciona uma combinacgao

que compreende (a) o clorambucilo, (b) 4-metil-3-[[4-(3-
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piridinil)-2-pirimidinil]amino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-

1-il)-3-(trifluorometil) fenil benzamida, na qual os ingre-
dientes ativos (a) e (b) estdo presentes em cada caso na
forma livre ou na forma de um sal farmaceuticamente acei-
tdvel. A presente invencdo proporciona ainda a referida
combinacdo para utilizacdo simultédnea, separada ou sequen-

cial.

A presente divulgacao também fornece uma combi-
nacao compreendendo (a) ciclofosfamida, (b) 4-metil-3-[[4-
(3—piridinil)-2-pirimidinil]lamino]-N-[5-(4-metil-1H-imida-
zol-1-il)-3-(trifluorometil)fenil benzamida, na qual o0s
ingredientes ativos (a) e (b) estdo presentes em cada caso
na forma livre ou na forma de um sal farmaceuticamente
aceitavel. A presente divulgacdo proporciona ainda a refe-
rida combinacdo para utilizacgdo simulténea, separada ou

sequencial.

A presente divulgacao também fornece uma combi-
nacao compreendendo (a) e fludarabina (b) 4-metil-3-[[4-(3-
piridinil)-2-pirimidinil]amino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-
1-il)-3-(trifluorometil)fenil benzamida, na qual os ingre-
dientes ativos (a) e (b) estdao presentes em cada caso na
forma livre ou na forma de um sal farmaceuticamente acei-
tdvel. A presente divulgacdo proporciona ainda a referida
combinacao para utilizacao simulténea, separada ou

sequencial.

A presente divulgacao refere que uma combinacgéao
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que compreende um andlogo de mostarda de azoto selecionado
a partir de CLB, clormafazina, estramustina, mecloretamina,
cloridrato de 6xido de mecloretamina, navembiquina, fenes-
trina, prednimustina, trofosfamida, ou mostarda de uracilo,
particularmente CLB e nilotinib, pode produzir um efeito
terapéutico que seja maior do que o obtido por adminis-
tracao de uma qguantidade terapeuticamente eficaz de qual-
quer um uUnico andlogo de mostarda de azoto, em particular
CLB ou apenas nilotinib. Mais especificamente, e de acordo
com a invencado, o nilotinib sensibiliza os linfdécitos B-CLL

para o tratamento com CLB.

A presente divulgacao refere-se para uma combi-
nacdo para utilizacdo simultédnea, separada ou sequencial,
tal como uma preparagao combinada ou uma combinacao farma-
céutica fixa, que compreende (a) um andlogo de mostarda de
azoto (em formas de realizacao da invencao clorambucilo) e
(b) nilotinib em que os ingredientes ativos (a) e (b) estao
presentes em cada caso na forma livre ou na forma de um sal
farmaceuticamente aceitdvel, e opcionalmente, pelo menos,

um veiculo farmaceuticamente aceitdavel.

O termo "uma preparacao combinada", tal como
utilizado aqui, define especialmente um "kit de partes" no
sentido em que os parceiros da combinacao (a) e (b) como
definido acima podem ser doseados independentemente um do
outro, ou por utilizacao de diferentes combinacgbes fixas
com quantidades distintas dos parceiros da combinacao (a) e

(b), 1isto ¢, simultaneamente ou em diferentes momentos. As
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partes do kit podem entao, por exemplo, ser administradas
simultaneamente ou cronologicamente escalonadas, ou seja em
diferentes momentos e com intervalos de tempo iguais ou
diferentes para qualquer parte do kit de partes. Os
intervalos de tempo sao escolhidos de tal modo que o efeito
sobre a doenca tratada na utilizacao combinada das partes
seja maior do que o efeito que seria obtido pela utilizacao
de apenas qualquer uma partes da combinacao (a) e (b). A
razao das quantidades totais das partes da combinacao (a)
para as partes da combinacao (b) a serem administradas na
preparacao combinada pode ser alterada, por exemplo, a fim
de lidar com as necessidades de wuma sub-populacac de
doentes a ser tratados ou as necessidades de um unico
paciente, cujas diferentes necessidades podem ser devidas a
idade, sexo, peso corporal dos pacientes etc.
Preferencialmente, existe pelo menos um efeito benéfico,
por exemplo, um reforgco mutuo do efeito das partes da
combinacgcao (a) e (b), em particular em formas de realizacao
da invencao um sinergismo, por exemplo, a mais do que um
efeito aditivo, efeitos vantajosos adicionais, menos
efeitos colaterais, um efeito terapéutico combinado numa
dosagem nao-eficaz de um ou ambos o0s parceiros da
combinagao (a) e (b), e muito preferencialmente um forte

sinergismo dos elementos (a) e (b).

O termo "tratamento" compreende a administracao
dos parceiros da combinacadao a um animal de sangue quente em
necessidade de tal tratamento, com o intuito de curar a
doenca, ou para efetuar um atraso de progressao de uma

doenca.
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0 termo "atraso na progressao", tal como
utilizado aqui, significa que a progressao da doenca &,
pelo menos, retardada ou dificultada por o tratamento e que
0s pacientes exibem taxas de sobrevivéncia mais elevadas do
que o0s pacientes nao serem tratados ou ser tratados com a

monoterapia.

0O termo "andlogo de mostarda de azoto", como
normalmente entendido por um perito na arte, refere-se a um
agente citotdxico da quimioterapia que nao alquila
especificamente o DNA. De preferéncia, o termo "andlogo de
mostarda de azoto" refere-se a um grupo de compostos,
incluindo mas nao se limitando a CLB (nas formas de
realizagao da invengao), clornafazina, estramustina, meclo-
retamina, cloridrato de 6xido de mecloretamina, navembi-
quina, fenestrina, prednimustina, trofosfamida, mostarda de

uracilo ciclofosfamida, uramustina, e melfalano.

O termo "leucemia linfocitica crénica resistente
a clorambucilo", tal como aqui utilizado, define especial-
mente um leucemia linfocitica crénica em que CLB nao é mais

eficiente ou mostra uma reducdo da sua eficdcia terapéutica.

O CLB pode ser preparado de acordo com O processo

descrito no documento Patente EUA 3 046 301.

O composto 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimi-

dinil]-amino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-11)-3-(tri-fluo-
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rometil)fenil]-benzamida ¢é também conhecido sob a denomi-
nacao internacional "nilotinib". Pode ser preparado e admi-

nistrado como descrito no documento WO 04/005281.

Nilotinib pode ser empregue na forma do seu mono-
hidrato de mono-cloridrato como descrito no documento

w02007/015870.

A estrutura dos agentes ativos citados pode ser
feita a partir da edicgdao atual do compéndio padrao "The
Merck Index" ou de bases de dados, por exemplo Patentes
Internacionais (por exemplo IMS World Publications).
Qualguer perito na arte estd totalmente capacitado, com
base nestas referéncias, para fabricar e testar as
indicag¢des farmacéuticas e as propriedades em modelos de

teste padrao, tanto in vitro e in vivo.

Uma combinacao, tal como revelado no presente
invento, a saber, uma combinacao gque compreende (a) CLB
andlogo de mostarda de azoto e (b) nilotinib em que o0s
ingredientes ativos estao presentes em cada caso na forma
livre ou na forma de um sal farmaceuticamente aceitdvel e
opciocnalmente pelo menos um veiculo farmaceuticamente
aceitavel, serd referido daqui em diante como uma

COMBINACAO DA INVENCAO.

As combinagdes da invencao apresentam efeitos
benéficos no tratamento de CLL. Numa forma de realizacao

preferida da invencgao, a doenca proliferativa a ser tratada
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com uma COMBINACAO DA INVENCAO é CLL, que é resistente a

CLB.

Surpreendentemente, as COMBINACOES DA INVENCAO
também sdo melhor toleradas pelos pacientes de CLL do que
as combinagdes correspondentes empregando mesilato de ima-
tinib, em vez de nilotinib ou um seu sal farmaceuticamente

aceitavel.

Pode ser demonstrado por modelos de teste
estabelecidos que uma COMBINACAO DA INVENCAO resulta em
efeitos benéficos aqui descritos antes. A pessoa
especialista na pertinente técnica é totalmente capaz de
selecionar um modelo de teste relevante para provar tais
efeitos benéficos. A atividade farmacoldégica de uma
COMBINACAO DA INVENCAO pode, por exemplo, ser demonstrada
num estudo clinico ou num procedimento de teste como

essencialmente descrito a seguir.

Estudos c¢linicos adequados sdao em particular,
estudos paralelos alietdrios, duplo-cego em pacientes com
CLL com doenga em estdagio final. Estes estudos sédo, em
particular, adequados para comparar os efeitos de uma mono-
terapia utilizando os ingredientes ativos independentes uns
dos outros e uma terapia utilizando uma COMBINACAO DA
INVENCAO e para provar, em particular, o sinergismo dos
ingredientes ativos das COMBINACOES DA INVENCAO. Os
pardmetros primdrios em tais estudos podem ser o estado de

desempenho, na qualidade de vida ou tempo de progressao da
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doenca. Num esbo¢co adequado de estudo, os pacientes, por
exemplo, recebem por ciclo de tratamento de 2 semanas, uma
dose didria que varia de 50 a 1000 mg do nilotinib e CLB a

uma dose de 0,2 a 1 mg/kg/dia.

E um objetivo da presente invencdo proporcionar
uma composicdo farmacéutica compreendendo uma quantidade,
que seja terapeuticamente eficaz em conjunto contra CLL
compreendendo a COMBINACAO DA INVENCAO. Nesta composicéo,
as partes da combinacdo (a) e (b) podem ser administradas
conjuntamente, uma apds outra ou separadamente numa forma
de dosagem unitdria combinada ou em duas formas de dosagem
unitdrias separadas. A forma de dosagem unitaria pode

também ser uma combinacdo fixa.

As composigdes farmacéuticas de acordo com a
invencao podem ser preparadas de um modo conhecido per se e
sdo as adequadas para administracdo entérica, tal como
administracdao oral ou retal, e parentérica a mamiferos
(animais de sangue quente), incluindo o homem, o que com-
preende pelo menos uma parte da combinacao farmacologi-
camente ativa separada ou em combinagcao com um ou mais
veiculos farmaceuticamente aceitdveis, especialmente ade-
quados para aplicacdo entérica ou parentérica. Numa forma
de realizacao da invencado, um ou mais dos ingredientes

ativos sdo administrados por via oral.

Em particular, uma gquantidade terapeuticamente

eficaz de cada uma das partes da combinacdo da COMBINACAO
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DA INVENCAO pode ser administrada simultaneamente ou
sequencialmente e em qualquer ordem, e 0sS componentes podem
ser administrados separadamente ou como uma combinacado fixa.
Por exemplo, um método para retardar a progressao ou
tratamento de CLL de acordo com a presente invencao pode
compreender (i) a administracao da primeira parte da
combinacao na forma livre ou de sal farmaceuticamente
aceitavel e (ii1i) a administracdo da segunda parte da
combinacdao na forma livre ou na forma de sal farmaceu-
ticamente aceitdvel, simultaneamente ou sequencialmente em
qualgquer ordem, em quantidades sinergicamente eficazes, por
exemplo, em dosagens didrias correspondentes as quantidades
aquil descritas. As partes da combinacdo individuais da
COMBINACAO DA INVENCAO podem ser administradas separada-
mente em tempos diferentes durante o curso da terapia ou
concorrentemente em formas de combinacao divididas ou
individuais. Além disso, o termo administracao também
abrange a utilizacdo de um pré-farmaco de um elemento da
combinagdao que se converte in vivo no parceiro da
combinacdo como tal. A presente invencao é, por conseguinte,
para ser entendida como abrangendo todos esses regimes de
tratamento simultédneo ou alternado e o termo "adminis-

tracao" é para ser interpretado em conformidade.

A dosagem eficaz de cada um dos parceiros da
combinacdo empregues na COMBINACAO DA INVENCAO pode variar
dependendo do composto ou composicao farmacéutica
particular utilizada, o modo de administracao, da fase de

CLL a ser tratada e a gravidade da condigcdo a ser tratada.
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Assim, o regime de dosagem da COMBINACAO DA INVENCAO &
selecionado de acordo com uma variedade de fatores
incluindo a wvia de administracdo e a funcao renal e
hepdtica do paciente. Um médico, clinico ou veterindrio de
pericia vulgar pode prontamente determinar e prescrever a
quantidade eficaz dos ingredientes ativos individuais
necessarias para prevenir, contrariar ou parar O pProgresso
da condicdo. A precisdo é6ptima na obtencdao da concentracao
dos ingredientes ativos dentro da gama que produz eficdacia
sem toxicidade requer um regime baseado na cinética da
disponibilidade dos ingredientes ativos para os locais alvo.
Isto envolve a consideracao da distribuicao, equilibrio e

eliminacao dos ingredientes ativos.

CLB pode ser administrado numa gama de dosagem de
0,1 a 1 mg/kg/dia, de preferéncia, numa gama de dose de 0,2
a 0,8 mg/kg/dia. Mais preferencialmente, CLB é administrado
a uma dose de 0,6 mg/kg/dia. Dependendo da espécie, idade,
condicdo individual, o modo de administracado, e do quadro
clinico em questdo, sdo administradas doses didrias de
cerca de 50 a 1000 mg de nilotinib a animais de sangue

quente com cerca de 70 kg de peso corporal.

A descricao refere-se também para um método para
administrar, a um individuo humano que sofre de CLL,

nilotinib ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Quando os parceiros de combinacao empregues na

COMBINACAO DA INVENCAO s&do aplicados na forma como
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comercializado como medicamentos simples, a sua dosagem e
modo de administracao podem tomar lugar de acordo com a
informacao fornecida no folheto da embalagem comercializada
do respetivo farmaco, a fim de resultar no efeito benéfico

aquil descrito, se nao mencionado aqui de outra forma.

A COMBINACAO DA INVENCAO pode ser uma preparacao

combinada ou uma composicao farmacéutica.

Além disso, a presente descricdo refere-se a
utilizacdo de uma COMBINACAO DA INVENCAO para o tratamento
da CLL e (de acordo com a invenc¢ao) para a preparacao de um

medicamento para o tratamento de CLL.

Além disso, a presente invencdo refere-se para a
utilizagcdao de CLB em combinacdo com nilotinib para a

preparacao de um medicamento para o tratamento de CLL.

Além disso, a presente invencdo proporciona uma
embalagem comercial compreendendo como ingredientes ativos
COMBINACAO DA INVENCAO, em conjunto com instrucdes para uso
simultdneo, separado ou sequencial do mesmo no tratamento

de CLL.

Exemplo I: Nilotinib sensibiliza linfécitos CLL para CLB

A-Material e Métodos

A-1) Isolamento de CLL. Os linfécitos e cultura de

células de linfdécitos sao isolados a partir do sangue
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periférico de pacientes com CLL por centrifugacao da
sedimentacdo em Ficoll Hypaque (Pharmacia, Uppsala,

Suécia) tal como descrito anteriormente (Christodou-
lopolis G. et al., Cancer Research, 1999, 5:2178-84).

Aliquotas contendo 1x10° células/ml sdo enviados para
andlise de linfdécitos T. A percentagem de contaminacao
dos linfécitos T é determinada utilizando andlise de
separacao de células ativadas por fluorescéncia com o
anticorpo CD3. A percentagem da contaminacao de
linfécitos T na populacdo (expressos como a média + SE%)
é¢ de 6,4 = 1,8.

A linha de células WSU € uma linha de células infécitos
B derivada de um doente com CLL (Mohammad RM, et al.,

Leucemia 1996, 10:130-7).

A-2) Eficiéncia da placagem e de dosagem. Os linfécitos
e linfécitos WSU CLL sao semeadas em placas de 96 pocgos
em 200 pl de suspensdes contendo 1,5X106 linfécitos/ml
e 1,25x10° células/ml, respetivamente, em meio RPMI
suplementado com 10% de FBS. S& as respostas dose com
eficiéncia de placagem linear sdo analisados. Os
linfécitos sado entdo incubados a 37 °C, na presenca de
varias concentragdes de nilotinib (0-100 uM) apenas,
CLB (0-100 uM), ou varias concentrac¢des de ambos 0sS

fadrmacos em conjunto.

A-3) Ensaio citotédéxico. O ensaio MTT é realizado 72
horas apds plaqueamento tal como descrito anteriormente

(Christodoulopolis G et al., Cancer Research, 1998,
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58:1789-92) por adigcdao de 20 pl de uma solucgao de
5mg/ml MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-
difeniltetrazdélio) em meio RPMI a cada pogo. A DLsy de
CLB apenas, nilotinib sozinho ou CLB na presenca de
nilotinib é definido como sendo a concentracdo de far-
maco necessdria para reduzir a leitura de absorvancia
para 50% do valor de controlo. A percentagem de células
sobreviventes apds o tratamento relativamente as célu-
las tratadas (controlo) ¢é calculada como (células tra-
tadas OD/OD células nédo tratadas)xl1l00. A sinergia ¢&
determinada pela férmula: a/A + b/B = 1, onde a € a
concentracdo de CLB necessdaria para produzir 50% de
valores de controlo, em combinacao com nilotinib
concentracdo b; A é a concentracadao de CLB que produz um
LDsy sem nilotinib; e B é a concentracgdao do nilotinib
que produz um LDsy na auséncia de CLB. De acordo com a
férmula, quando I <1 a interacadao é sinérgica, quando I
= 1, a interacdo ¢ aditiva, e quando I> 1 h& uma

interacgcao antagdnica.

A-4) Andlise Estatistica as diferengas entre os valores
médios é avaliada por t-teste de duas caudas.
Correlacédo e andlise de regressdo linear sao realizadas

utilizando o Statistical Package Tool do EXCEL.

Resultados

Nilotinib possuia maior poténcia do que o

imatinib na sensibilizacdo de linfécitos CLL (16/19
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amostras) para clorambucilo.

ExemElo II

Pacientes. Vinte e um pacientes com diagnéstico de B-CLL

acompanhados no Jewish General Hospital of Montreal foram

incluidos no estudo apds consentimento informado. Os
doentes ou foram clinicamente nao tratado (n = 13) ou
tratado com CLB (n = 8) por varios periodos de tempo.

Ensaio de citotoxicidade. Os linfécitos foram isolados a
partir de sangue ©periférico utilizando Ficoll-Hypaque
(Pharmacia). A contaminacdao de 1linfdécitos T na populacgao
isolada de linfécitos B foi 2,30 £ 2,07 (expressos como a $%
média + dp e determinada por andlise de citometria de
fluxo) . Os linfécitos CLL (3x10° células/ml) foram
plagueadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% FBS e
incubadas na presenca de varias concentracgdes (0-100 uM) de
imatinib (Novartis), nilotinib (Novartis), clorambucilo
apenas (Sigma-Aldrich Co), ou em combinacao, como indicado.
As amostras de controlo foram incubadas com o maior volume
de DMSO. O ensaio de MTT foi realizado 72 horas apds o
tratamento, como anteriormente descrito (Christodoulopoulos
et al., Cancer Res., 58: 1789-1792, 199835). A sinergia foi
determinada pela férmula: a/A + b/B = I, em que um € a CLB
ICsp (concentracao que resulta em 50% de controlo) em
combinagcdo com imatinib ou nilotinib concentracdo b; Uma é
o de CLB ICsy sem imatinib ou nilotinib; e B é a imatinib

ou nilotinib ICsy na auséncia de CLB. De acordo com a
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férmula, em que I <1, a interacdo é sinérgica, quando a I =
1, a interacadao é aditiva, e gquando I> 1 encontra-se um

interatio antagonista.

A andlise estatistica. A andlise estatistica pela ANOVA e
teste t foram feitas com o software SigmaStat (Systat

Software Inc., San Jose, CA, EUA).

Resultados

Ambos 0os inibidores de c-abl sensibilizados

linfécitos B-CLL para clorambucilo

Um total de 21 pacientes com CLL foi registado
neste estudo. Treze pacientes estavam clinicamente tratada
(pacientes 1 a 13) e oito receberam terapia prévia com
clorambucilo (pacientes tratados 14 a 21). A idade mediana
foi de 72 anos (variacao 45 a 90 anos) e sua contagem de
leucdcitos mediana foi 83, 7x10° células/litro (faixa

32,87x10° para 256,27x10° células/litro).

O ensaio MIT foi utilizado para determinar a
citotoxicidade do CLB sozinho, imatinib sozinho, nilotinib
sozinhos ou a combinagcdao de CLB com 1, 5 ou 10 uM de

imatinib ou nilotinib em linfdécitos de pacientes com CLL.

Quando usado em 1, 5 ou 10 uM, nilotinib
sensibilizadas linfécitos CLL (sinérgicos mais efeito

aditivo) a CLB em 84,6%, 100% e 90,5% dos pacientes
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testados, respetivamente, enquanto o 1imatinib sensibili-
zados apenas 66,7%, 68,4% e 36,8% de estas amostras a CLB
em concentragdes semelhantes. Curiosamente, a sensibili-

zagcdo dos linfdécitos B-CLL com CLB é estatisticamente mais

potente, com 5 ou 10 uM de nilotinib com imatinib (figura).

Além disso, cinco dos vinte e um pacientes foram
selecionados em sua capacidade de sensibilizar os 1linfé-
foi avaliado o

citos B-CLL a CLB. Usando o ensaio de MTT,

efeito do nilotinib e imatinib na CLB citotoxicidade em

linfdécitos B malignas provenientes destes cinco doentes. O

I-R, I <1 ou I>» 1, indica que o CLB e o0s inibidores de c-
abl atuam sinergicamente ou antagonisticamente, respeti-
vamente.
Tabela:
CIB + 5 M CLB + 5 1M
CIB ICy | Nilotinib | Imatinib Sinergia Sinergia
Paciente nilotinib imatinib
(M) ICy ICy (M) Valor I Valor I
ICy (M) ICs (M)
9 11,68 > 100 43,32 8,19 0,70 12,43 1,18
14 8,10 33,16 42,07 <2,5 0,38 6,07 0,87
15 49,69 19,92 37,92 41, 06 1,08 66,60 1,47
16 4,54 9,61 14,22 <2,5 0,68 3,51 1,12
18 66,02 28,73 38,35 37,13 0,69 55,56 1,00

Conclusao: agora demonstrar que nilotinib, um inibidor de c—abl mais potente do que o

imatinib, tem uma maior eficdcia para sinergizar CLB citotoxicidade em linfdcitos B-CLL.

Lisboa,

20 de maio de 2014
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REIVINDICACOES

1. Uma combinacdo para utilizacdo simulténea,
separada ou sequencial que compreende (a) agente danifi-
cador de DNA e (b) 4-metil-3-[[4-(3-piridinil)-2-pirimi-
dinil]-amino]-N-[5-(4-metil-1H-imidazol-1-il)-3-(tri-fluo-
rometil)-fenil] benzamida, na gqual os ingredientes ativos
(a) e (b) estao presentes em cada caso na forma livre ou na
forma de um sal farmaceuticamente aceitdvel, e em que o

agente danificador de DNA & clorambucilo.

2. A combinacao de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, em que o composto (b) & utili-

zado na forma do seu mono-hidrato de mono-cloridrato.

3. Uma combinacdao de acordo com gqualgquer uma
das reivindicacgdes 1 ou 2, para utilizacdao num método de

tratamento de leucemia linfocitica crédnica.

4, A combinacao de acordo com a reivindicacao 3,
em que a utilizagao é num método de tratamento de leucemia

linfocitica crdénica que é resistente a clorambucilo.

5. Uma composicao farmacéutica compreendendo
uma combinacdo de acordo com gqualquer uma das reivin-
dicacgbes 1-4, e pelo menos um portador farmaceuticamente

aceitavel.
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6. Um pacote comercial que compreende uma
composicado farmacéutica de acordo com a reivindicacado 5, em
conjunto com instrucdes para uso simultédneo, separado ou
sequencial do mesmo no tratamento de leucemia linfocitica

crénica.

Lisboa, 20 de maio de 2014
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