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RESUMO

TERAPIA DE NEOPLASIAS MALIGNAS

A presente invencdo tem por objecto uma 3-iodo-L-
fenilalanina ou uma 4-iodo-L-fenilalanina para a preparacéo
de uma composicdo farmacéutica para o tratamento de uma
neoplasia maligna. Além disso, a presente invencdo tem por
objecto um processo para o tratamento de neoplasias malignas,
processo esse que compreende as etapas de administracdo de 3-
iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina a um individuo
que delas necessite e uma composicdo farmacéutica que contém

3-iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina.



DESCRIGAO

TERAPIA DE NEOPLASIAS MALIGNAS

A presente invencéo tem por objecto 3-iodo-L-
fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina para a preparacdo de
uma composicdo farmacéutica para o tratamento de neoplasias
malignas. Além disso, a presente invencdo tem por objecto um
processo para o tratamento de neoplasias malignas, processo
esse que compreende as etapas de administracdo de 3-iodo-L-
fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina a um individuo que
delas necessite e uma composicdo farmacéutica que contém 3-

iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina.

Ao longo da presente memdria descritiva cita-se uma
série de documentos. O contetdo descritivo dos referidos
documentos incluindo os manuais dos fabricantes ¢é aqui

incorporado na sua totalidade como documentos de referéncia.

As neoplasias malignas avancadas sdo caracterizadas por
uma doenca localmente infiltrante e pela formacdo de uma ou
maltiplas metédstases locais ou distantes, microscdpicas ou
macroscépicas. E conhecido da técnica que essas neoplasias
sédo acompanhadas por um fendmeno concomitante de
desenvolvimento de resisténcia a regimes convencionais de
quimioterapia. Exemplos sd&o os gliomas malignos recorrentes,
o0 cancro avancado da mama, o cancro avancado do ovario, o
cancro avancado da prdstata, o melanoma maligno avancado ou
um mieloma multiplo. Estas neoplasias n&do sdo normalmente
tratadveis por meio dos tratamentos curativos locais, tais
como, por exemplo, cirurgia ou terapia de radiacdo local mas,
em vez disso, requerem a administracdo sistémica de agentes
terapéuticos e de regimes guimioterapéuticos de aplicacéo

tédpica. Mesmo a utilizacdo de agentes quimioterapéuticos,



contendo uma combinacdo de diferentes agentes de modo a
impedir o desenvolvimento da resisténcia aos produtos
gquimicos até agentes isolados e para optimizar a toleréncia
de regimes normalmente altamente tdéxicos para os pacientes

falha num numero significativo de casos.

Os regimes quimioterapéuticos de primeira linha

estabelecidos para neoplasias avancadas induzem, nalgumas

entidades tumorais, taxas de remissdo completa até 10 - 20 %
[1-2]. Pelo contréario, as taxas de resposta de doencas que

recorrentemente se repetem sdo muito mais baixas devido ao
desenvolvimento de guimioresisténcia indutivel ou a seleccgédo
de mutantes qguimio-resistentes. Outros tumores, tais como,
gliomas malignos s&o resistentes de uma forma primadria a
maior parte dos agentes quimioterapéuticos devido quer a
farmacocinética (por exemplo, a falta de ©penetracdo na
barreira cerebral do sangue) ou a quimioresisténcia
intrinseca. Uma quimio-sensibilidade diminuida pode ser
mediada por mecanismos de desintoxicacédo celular induzidos,

tais como, os produtos dos genes PgP, MDR e outros.

Os regimes de quimioterapia utilizados para tratar
estéddios avancados de cancro incluem agentes de alquilacdo de
segunda linha, tal como, melfalano, compostos contendo
platina, inibidores de topoisomerase ou antimetabolitos,
estdo associados a efeitos extremamente tdéxicos na medula
6ssea e noutros 6rgdos, limitando a administracdo terapéutica

ou paliativa [3-5].

Sabe-se que a maior parte dos tumores partilham a
capacidade de acumular aminodcidos de uma forma mais eficaz
do que os tecidos normais e os tecidos ndo tumorais com
patologias, tal como, por exemplo, as doencas inflamatdrias.

Por isso, tem-se utilizado aminodcidos marcados com réadio



para obter imagens clinicas de tumores, utilizando técnicas
de medicina nuclear, tal como, a tomografia de emissdo de
positrdes e a tomografia computorizada simples de emissédo de
fotdes [6]. A 4-iodo-L-fenilalanina (IFA, IPA na terminologia
inglesa) é um aminocdcido iodado de ocorréncia natural, dgue
exibe uma elevada afinidade para tumores humanos. A sua
marcada acumulacdo nos tumores estd associada principalmente
a um transporte aumentado dos aminocdcidos para as células
neopléasicas, o que Jj& foi demonstrando como sendo especifico
para muitos tumores [7]. A avaliacdo clinica inicial com o
andlogo 4-['*’I]iodo-L-fenilalanina (IFA-123) marcado com
iodo-123 demonstrou a eficédcia e a seguranca da tomografia
simples de emissdo de fotdes (TSEF, SPET na terminologia
inglesa) com IFA-123 para obter imagens de tumores do cérebro
[8, 9]. A IFA-123 atravessa, de acordo com [8, 9] a barreira
cerebral do sangue apds administracdo intravenosa e acumula-
se especificamente em gliomas malignos sem uma retencéo

prolongada no tumor.

Ja se fizeram ensaios de uma série de derivados de
aminoadcidos para avaliar as suas actividades anti-neopléasicas
em rastreios anti-tumor [10-15]. Incluem as halobenzoil-DL-
fenilalaninas, derivados de N-cloroacetilo de fenilalaninas
substituidas na posicdo para, N-benzoilfluorofenilalanina, p-
cloro-DL-fenilalanina, o-metil-fenilalanina, N-etilcarbamino-
metil-L-isoleucina e N-propionil-L-valina, para mencionar
apenas alguns. Contudo, a administracdo de todos os compostos
do referido grupo é também conhecida por estar associada com
efeitos secundarios extremamente tdéxicos na medula dbssea e
noutros orgdos, limitando a administracdo terapéutica ou
paliativa. Por exemplo, sabe-se na técnica desde 1974 que a
p-clorofenilalanina interfere com o crescimento de ratos em
desenvolvimento [16] o que desqualifica esta <classe de

compostos como um composto potencial para o tratamento de



doencas malignas com um perfil de toxicidade aceitével. Além
disso, as doses eficazes dos compostos descritos no documento
correspondente s&o relativamente elevadas. Por exemplo, em
[15] descreve-se que uma dose de 2,5 a 10 mmole/L de p-
clorofenilalanina (4-cloro-fenilalanina) foi necessdria para
demonstrar um efeito citotdéxico do composto em neuroblastos
de murino. Assim, o problema técnico subjacente a presente
invencdo consiste em providenciar meios e métodos para o
tratamento melhor de neoplasias malignas. A solucdo para este
problema técnico ¢é <conseguida por meio das formas de

realizacdo caracterizas nas reivindicacdes.

De acordo com isto, a presente invencdo tem por objecto
a utilizacdo de 3-iodo-L-fenilalanina ou de 4-iodo-L-
fenilalanina para a preparacdo de uma composicédo farmacéutica

para o tratamento de neoplasias malignas.

A iodo-L-fenilalanina, nas formas aplicdveis de acordo

com a presente invencédo, é representa pela fédrmula geral I:

. COR,

X 3 NI‘IR|

Férmula Geral I

em que,

X representa um iodo ligado a L-fenilalanina na posicdo 3-
(meta-) ou na posicdo 4- (para-) dentro do anel
aromatico.



R, representa H, grupo alquilo, amino&cido, péptido,
proteina ou outros residuos conhecidos por facilitarem
ou melhorarem o alcance do tumor.

R, representa OH, aminodcido ou outros residuos conhecidos

por facilitarem ou melhorarem o alcance do tumor.

A 3-iodo-L-fenilalanina pode também ser designada por
meta-iodo-L-fenilalanina (IMA) e a 4-iodo-L-fenilalanina como
para-iodo-L-fenilalanina (IFA). E preferivel que R,
represente H e R, represente OH. Contudo, é mais preferivel
que o iodo conjugado com a L-fenilalanina seja estéavel, um
isétopo de ['*'I]-iodo ndo radioactivo. A expressdo “neoplasia
maligna” descreve, no contexto da presente invencdo, um
cancro, um carcinoma, um sarcoma ou outro tumor,
caracterizados por um crescimento progressivo, descontrolado,
invasivo e/ou metastico. Uma neoplasia maligna conduz
invariavelmente a morte se ndo for tratada. Uma indicacéo
para uma administracdo de uma composicdo farmacéutica que
contenha 3-iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, a um
individuo com neoplasia maligna, ¢é também o diagndéstico da
doenca residual minima, preferencialmente, num tumor sdbdélido
num estado inicial, num tumor sélido avancado ou num tumor
s6lido com metédstases, que ¢é caracterizado pela recorréncia
local e nédo local do tumor causada pela sobrevivéncia de
células tnicas. De acordo com a presente invencdo, a
expressdo “composicdo farmacéutica” diz respeito a uma
composicdo para administracdo a um individuo, preferencial-
mente a um paciente humano. A composicdo farmacéutica é
administrada preferencialmente oralmente, parentericamente,
transdermicamente, intraluminalmente, intra-arterialmente,
intratecalmente ou intravenosamente. Também sdo preferiveis
as injeccgdes directas da composicdo farmacéutica no tecido
maligno. Considera-se particularmente que a referida

composicdo farmacéutica seja administrada num paciente por



via de infusdo ou injeccdo ou com um comprimido ou uma
cépsula. A administracdo das composicdes apropriadas pode ser
efectuada por diferentes vias, por exemplo, por administracéio
intravenosa, subcuténea, intraperitonial, intramuscular,
tépica ou intradérmica. A composicdo farmacéutica pode ainda
compreender um veiculo aceitdvel sob o ponto de vista
farmacéutico. Exemplos de veiculos apropriados sobre o ponto
de vista farmacéutico sdo bem conhecidos na técnica e incluem
solucdes salinas tamponadas com fosfato, &gua, emulsdes, tais
como, emulsdes de O6leo/dgua, varios tipos de agentes de
molhagem, solucgdes esterilizadas, etc. As composicdes que
compreendem esses veiculos podem ser formuladas por pProcessos
convencionais bem conhecidos. Essas composicdes farmacéuticas
podem ser administradas ao individuo numa dose apropriada. O
regime de dosagem serd determinado pelo médico assistente e
pelos factores <c¢linicos. Tal como ¢ bem conhecido nas
técnicas médicas, as dosagens para qualquer paciente dependem
de muitos factores, incluindo o tamanho do paciente, a &rea
da superficie do corpo, a idade, o composto particular a ser
administrado, o género, o tempo e a via de administracdo, o
estado geral de saude e outros farmacos que estejam a ser
administrados concomitantemente. As doses preferidas para a
administracédo de 3-iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-
fenilalanina estdo descritas aqui a seguir. As composicdes
podem ser administradas localmente ou sistemicamente. A
administracdo normalmente serd parentérica, por exemplo,
intravenosa ou oral. Num enquadramento preferido, a
composicdo farmacéutica administra-se subcutaneamente e, num
enquadramento ainda mais preferido, intravenosamente. Noutro
enquadramento preferido, a composicéado farmacéutica é
administrada oralmente. As preparacdes para administracédo
parentérica incluem solucdes, suspensdes e emulsdes
esterilizadas, aquosas ou nao aquosas. Exemplos de

dissolventes nédo aquosos sdo propileno-glicol, polietileno-



glicol, 6leos vegetais, tais como, azeite e ésteres organicos
injectédveis, tais como, oleato de etilo. Os veiculos aguosos
incluem agua, solucdes, emulsdes ou suspensdes
alcodlicas/aquosas, incluindo meios salinos e tamponados. Os
veiculos parentéricos incluem solucdo de cloreto de sbédio,
dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de sdédio, Ringer
lactado ou &leos nédo voléateis. O0Os veiculos intravenosos
incluem fluidos e nutrientes de recarga, recargas de
electrbdélitos (tais como, as que sdo a base de dextrose de
Ringer) e similares. Também podem estar presentes
conservantes e outros aditivos, tais como, por exemplo, anti-
microbianos, antioxidantes, agentes de qguelacdo e gases
inertes e similares. Além disso, a composicdo farmacéutica
pode conter veiculos proteindcios como, por exemplo, albumina
de soro ou imunoglobulina, preferencialmente de origem
humana. Ainda se pode considerar que a composicéo
farmacéutica pode conter, para além da 3-iodo-L-fenilalanina
ou da 4-iodo-L-fenilalanina, outros agentes activos sob o
ponto de vista bioldgico, conscante a utilizacdo pretendida
para a composicdo farmacéutica num tratamento que compreende
a administracdo de agentes adicionais para uma terapia
concomitante. Exemplos desses outros agentes activos, sob o
ponto de vista bioldgico, estdo descritos aqui a seguir no
contexto das utilizacgdes e dos processos que compreendem uma

terapia concomitante.

Até agora nédo foi descrito nesta técnica nenhum efeito
farmacoldégico, tal como, algum efeito citotdéxico ou de
sensibilidade ao radio da 3-iodo-L-fenilalanina (IMA) ou da
4-iodo-L-fenilalanina (IFA) nas células malignas. De acordo
com novas verificacdes surpreendentes da presente invencéao
identificou-se um efeito citotdxico dos derivados de
fenilalanina em todas as linhagens de células malignas

ensaiadas para concentracgdes no intervalo de 0,1 a 0,3



pmole/mL, o que pode ser grosseiramente traduzido numa dose
para um ser humano num intervalo de 7 a 21 mmole/70 kg do
peso do corpo, correspondendo a uma dose de 2 a 6 g/kg do
peso do corpo, assumindo uma distribuicdo equitativa por todo
o) corpo. Verificou-se contudo que a 4-['%I11iodo-L-
fenilalanina estéd enriquecida em certos tumores por um factor
de 20 ou maior, indicando potencialmente uma dose efectiva
sob o ponto de vista clinico de 100 a 300 mg/70 kg do peso do
corpo ou 1 a 5 mg/kg do peso do corpo (8). Além disso,
verificou-se surpreendentemente, que esse derivados de
fenilalanina s&o capazes de se acumular especificamente em
gliomas de grau baixo ou elevado, assim como, outras
células/tecidos malignos, que podem ser considerados dentro
dos anteriores consocante a definicdo dada para neoplasia
maligna. Ao contrédrio, a 2-iodo-L-fenilalanina, um exemplo de
um orto-isdédmero de 4-(para)iodo-L-fenilalanina (IFA) e os
andlogos halogenados de D-fenilalanina revelaram apenas uma
baixa absorcdo e uma citotoxicidade moderada nas células
neoplésicas quando comparado com IFA e IMA. Isto mostra o
efeito superior de 3-iodo-L-fenilalanina e de 4-iodo-L-
fenilalanina nas células e tecidos malignos, em comparacéo

com outros compostos.

A acumulacdo especifica da 3-iodo-L-fenilalanina e da 4-
iodo-L-fenilalanina leva a uma retencdo surpreendentemente
marcada por parte das células ou dos tecidos malignos. Assim,
a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina tém um
efeito citostdtico nessas células ou tecidos malignos. Além
disso, as referidas L-fenilalaninas halogenadas, tal como, 4-
iodo-L-fenilalanina (IFA) mostram actividades anti-tumor
marcadas e aumentam a radio-sensibilidade em células de tumor
primario, incluindo glioblastomas humanos, cancros
prostaticos, do ovario e da mama, mielomas multiplos e

melanomas malignos.



No gue respeita a toxicidade da 3-iodo-L-fenilalanina ou
da 4-iodo-L-fenilalanina ¢é conhecido na técnica, para a 4-
iodo-L-fenilalanina (IFA) que a DLsy é > 100 mg/kg em ratos
[9]. A DLig para a IFA administrada por via de injeccgbes i.p.
tem sido determinada experimentalmente como sendo > 27 mg/kg
em ratos. Além disso, a DLsy descrita para a L-fenilalanina
administrada por via de injeccgdes i.p. estd de acordo com o
fabricante, que ¢é de 5.280 mg/kg em ratos. Assim, a
toxicidade da 3-iodo-L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-
fenilalanina estd numa taxa aceitdvel de eficécia wvs.
toxicidade, em niveis de doses eficazes. Além disso, a
capacidade de transporte para a IFA em células de tumor né&o
mostrou saturacdo até 200 pmole/L, confirmando a capacidade
relativamente elevada do sistema de transporte, assim como a
via para a terapia do tumor. Para além da sua actividade
citostatica, verificou-se que a 3-iodo-L-fenilalanina e a 4-
iodo-L-fenilalanina exercem um efeito radio-sensibilizador
intrinseco significativo, que potencia o efeito citocidico da

radiacdo terapéutica administrada concomitantemente.

De acordo com isto, a referida 3-iodo-L-fenilalanina e a
referida 4-iodo-L-fenilalanina representam uma nova classe de
compostos atractiva para produtos farmacéuticos terapéuticos
para o tratamento de tumores, por meio dos gquais uma dose
citotdxica efectiva se pode concentrar selectivamente na
devastacdo de células de tumor, ao mesmo tempo gue poupam OS
tecidos normais. Além disso, a L-fenilalanina halogenada com
iodo na posicdo 3-(meta-) ou 4-(para-) sdo compostos activos
sob o ponto de wvista citostadtico que exibem perfis de
tolerédncia favorédveis. Uma terapia que utilize as L-
fenilalaninas halogenadas, 3-iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-
fenilalanina, podem por isso ultrapassar as estratégias de
desintoxicacdo celular. Devido a actividade anti-tumor, o

composto €& uma alternativa para a terapia de manutencdo ou de



inducdo em cancro avancados e para a melhoria da toleréncia e

da eficécia dos regimes de quimioterapia que j& existem.

Numa utilizacédo preferida da presente invencéo,
administra-se a composicdo farmacéutica a um individuo, em
que a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina sé&o
geralmente administradas numa dose de 0,001 a 100 mg/kg do
peso do corpo do individuo. Mais preferencialmente, a 3-iodo-
L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina d&o-se numa dose de
0,1 a 25 mg/kg do peso do corpo do individuo e, mais
preferencialmente, a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina ddo-se numa dose de 1,0 a 25 mg/kg de peso do

corpo do individuo.

De acordo com outra utilizacdo preferida da presente
invencdo, a L-fenilalanina halogenada ¢é a 4-iodo-L-

fenilalanina.

E preferivel que a neoplasia maligna seja seleccionada
de um grupo que consiste em glioma maligno, mieloma multiplo,
melanoma maligno, cancro da prbéstata e da mama. Mais
preferencialmente, selecciona-se o glioma no grupo dgue
consiste em glioblastoma multiforme, astrozitoma anaplésico,

astro-oligodendroglioma, oligoastrozitoma e ependimoma.

Ainda preferivel para utilizacgdo da presente invencéo
que a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina tenham
um efeito de radio-sensibilizacdo nas células malignas ou nos
tecidos da neoplasia, um efeito citostédtico e/ou um efeito de
reversdo de um estado constitutivo ou adquirido de

resisténcia celular a quimioterapia ou a radioterapia.

A expressdo “efeito citostatico” descreve, no contexto

da presente invencdo, a capacidade de um composto para
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retardar, diminuir ou parar a proliferacdo de células
malignas. A expressdo “efeito de radio-sensibilizacdo”
descreve, no contexto da presente invencdo, a capacidade de
um composto para melhorar a resposta terapéutica a uma
terapia de radiacdo administrada concomitantemente, em que a
terapia de radiacdo inclui a terapia de radiacdo externa ou
interna, correspondendo a inducdo de uma resposta acrescida
ou aumentada a uma dada dose de radiacdo administrada na
presenca do composto de radio-sensibilizacdo, comparada com a
resposta induzida pela mesma dose de radiacdo, na auséncia do
composto de radio-sensibilizacdo ou, alternativamente, a
inducdo selectiva da sensibilidade das células neoplésicas a
radioterapia, ndo presente e na auséncia do composto.

AN

A expressao um efeito para reverter um estado
constitutivo ou adquirido de resisténcia celular a
quimioterapia ou radioterapia” descreve, no contexto da
presente invencdo, a capacidade de um composto para converter

ou para reconverter a sensibilidade celular para uma

quimioterapia ou para uma radioterapia.

Além disso, prefere-se que a composicdo farmacéutica
ainda contenha um agente quimioterapéutico, um agente
imunoterapéutico, um agente de gene terapéutico, uma vacina,
um agente terapéutico de nucledétido anti-paralelo, um agente
terapéutico de ARNsi e/ou um agente endoradioterapéutico. A
administracdo de um agente qguimioterapéutico, um agente
imunoterapéutico, um agente terapéutico de genes, uma vacina,
um agente terapéutico de nucledétido anti-paralelo, um agente
terapéutico de ARNsi e/ou um agente endoradioterapéutico é
entendida como uma terapia concomitante. 0Os processos € 08
meios para essas terapias concomitantes s&do bem conhecidos na

técnica.
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A 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina e os
agentes terapéuticos adicionais podem ser formulados como uma
Unica composicdo farmacéutica para administracdo simulténea
dos compostos eficazes ou em composicdes farmacéuticas
separadas para administracdo segquencial. De acordo com isto,
uma administracdo de um composto que compreende 3-iodo-L-
fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina antes da administracéo
de uma composicdo que compreende um ou mais agentes
terapéuticos seleccionados no grupo de agentes quimio-
terapéuticos, agentes imunoterapéuticso, gene terapéutico,
vacina, agente terapéutico de nucledbdétido anti-paralelo,
agente terapéutico de ARNsi e agente endoradioterapéutico, é
considerada tanto em simultédneo como numa administracédo

sequencial.

Um exemplo de um agente quimioterapéutico compreende
agentes biocactivos conhecidos por serem eficazes no
retardamento ou na paragem do crescimento maligno ou por
serem eficazes na regressdo ou na eliminacdo de tecidos ou de
células malignas. Esses agentes podem ser, por exemplo,
fadrmacos que actuam como citostédticos. De acordo com isto,
uma gquimioterapia compreende, em linha com os padrdes médicos
em qualquer tratamento sistémico ou local, a administracédo de
agentes citostédticos ou citotdéxicos. 0Os agentes quimio-
terapéuticos utilizados em oncologia incluem, entre outros,
compostos nitrosos de ureia (ACNU [nimustinal, BCNU
[carmustina], CCNU [lomustinal]), temozolomide, procarbacina,
metotrexato, citarabina, gencitabina, fluorouracilo, ciclo-
fosfamida, mitoxantrona, antraciclinas, estramustina ou
taxanos. Os agentes quimioterapéuticos destinam-se a ser
administrados em regimes de dosagem apropriados de acordo com
a pratica clinica. Em linha com a presente invengédo, o0s
agentes quimioterapéuticos preferidos s&do compostos nitrosos

de ureia, temozolomide, procarbacina e metotrexato. Exemplos
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de um agente imunoterapéutico compreendem, mas ndo se limitam
a, compostos, tais como, anticorpos, fragmentos de anticorpos
e/ou os seus derivados, que detectam especificamente tecidos
ou células malignas e/ou agentes terapéuticos celulares,
incluindo os que consistem em células autdlogas, heterdlogas
xenogénicas ou enddgenas transferidas adoptivamente, gque tém
a capacidade de eliminar células ou tecidos malignos. A
expressdo “fragmento de anticorpo ou o0s seus derivados”
refere-se a anticorpos de cadeia simples ou ©0s seus
fragmentos, anticorpos sintéticos, fragmentos de anticorpos,
tais como, Fab, F(ab2)’, Fv ou fragmentos de scFv, anticorpos
de dominio Unico, etc., ou um derivado quimicamente
modificado de qualquer um deles. O0s anticorpos gue se
utilizam de acordo com a presente invencdo ou as suas cadeias
de imunoglobulina correspondentes podem ainda ser modificados

fora dos elementos utilizando técnicas convencionails

conhecidas neste dominio, por exemplo, utilizando
eliminacdes, insercdes, substituicdes, adicdes e/ou
recombinacdes e/ou quaisquer outras modificacdes de
aminoacidos (por exemplo, modificacdes pods-traducédo e
modificacbes quimicas, tais como, glicosilacéo e

fosforilacédo) conhecidas nesta técnica, quer isoladamente ou
em combinacéo. Os processos para a introducdo dessas
modificagdes na sequéncia do ADN subjacente a sequéncia de
aminodcidos de uma cadeia de imunoglobulina sdo bem
conhecidos dos especialistas na matéria; ver, por exemplo,
Sambrook et al.; Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2% edicdo 1989 e 3% edicéo
2001. A deteccédo especifica de tecidos ou de células malignas
pode ser efectuada por via da deteccdo de marcadores
especificos do tumor por meio de anticorpos, fragmentos de
anticorpos e/ou os seus derivados. Um marcador especifico do
tumor é um antigénio da superficie das células associadas ao

tumor, que se encontra exclusivamente nas células do tumor ou
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& sobre-expresso nas células do tumor gquando comparado com
células ndo malignas. 0Os antigénios da superficie das células
associadas ao tumor podem ser expressos ndo apenas nas
células do tumor mas também nas células/tecidos gque ndo séao
essenciais para a sobrevivéncia ou que podem ser recarregados
por células tronco gue ndo expressam os antigénios das
superficies das células associadas ao tumor. Além disso, um
antigénio da superficie das células associadas ao tumor pode
ser expresso em células malignas e em células n&do malignas
mas é mais acessivel por meio de um agente terapéutico de
interesse nas células malignas. Exemplos de antigénios da
superficie das células associadas ao tumor, sobre-expressos,
sdo Her2/neu, receptor de FCE, Her-3 e Her-4. Um exemplo de
um antigénio de superficie de célula associada ao tumor, que
& esgpecifico do tumor, ¢é o FGERV-III. Um exemplo de um
antigénio da superficie da célula associada ao tumor, gue
estd presente numa célula que ndo ¢é essencial para a
sobrevivéncia, & o PSMA. Exemplos de antigénios das
superficies das células associados ao tumor, gque estéo
presentes nas células que sdo recarregadas, sdo CD19, CD20 e
CD33. Um exemplo de um antigénio da superficie da célula
associada ao tumor, que estd mais acessivel num estado
maligno do que num estado ndo maligno, é o EpCAM. Além disso,
a definicdo de “agentes imunoterapéuticos” pode compreender
agentes, tais como moléculas co-estimuladoras das células T
ou citocinas ou agentes de activacdo das células B, células
NK (células naturais assassinas) ou outras células do sistema
imunitdrio, assim como, féArmacos qgue inibem as reaccdes

imunitdrias (por exemplo, corticosterdides).

A expressdo “agente terapéutico de genes” define, no
contexto da presente invencdo, meios para uma terapia gque
compreende a administracdo de uma ou mais estruturas de

dcidos nucleicos codificando funcionalmente, por exemplo, um
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ou mais antigénios que sdo caracteristicos das células
malignas. Esses antigénios compreendem marcadores especificos
de tumores. A sequéncia que codifica esse antigénio esté
operacionalmente ligada a uma sequéncia de &cidos nucleicos
que ¢ uma sequéncia reguladora. Assim, uma terapia de genes
compreende a expressdo funcional de um gene heterdlogo, num
paciente, de acordo com protocolos médicos padronizados,
utilizando sistemas de vectores apropriados conhecidos na
técnica; ver, por exemplo, Haberkorn et al., Curr Med Chem.
2005; 12 (7): 779-94. A expressdo “sequéncia reguladora”
refere-se a sequéncias de ADN qgue s&o necessarias para
efectuar a expressido de sequéncias de codificacdo as gquais
estdo ligadas. As sequéncias de controlo, no contexto da
terapia de genes descrita, incluem geralmente promotores,
terminadores e, nalguns casos, melhoradores, trans-
activadores ou factores de transcricéo. A expressédo
“sequéncia de controlo” significa, no minimo, todas as
componentes cuja presenca ¢é necessdria para a expressido e
podem também incluir componentes adicionais wvantajosos. A
expresséo “operacionalmente ligado” refere-se a um
arranjo/configuracido em que o0s componentes assim descritos
estdo numa relacdo que lhes permite funcionar da maneira
pretendida. Uma sequéncia de controlo “operacionalmente
ligada” a uma sequéncia de codificacdo estd ligada de tal
maneira que a expressido da sequéncia de codificacdo consegue-

se em condic¢des compativeis com as sequéncias de controlo.

A administracdo de uma vacina, no contexto da presente
invencdo, destina-se a activacdo do sistema imunitédrio de uma
forma inata ou adaptada de modo a que o paciente aja contra
as células malignas ou os tecidos do tumor. Essa terapia
inclui, por exemplo, a administragdo de uma ou mais

preparacdes de antigénios contendo substancias do tumor ou
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células seleccionadas para reagir contra o tecido do tumor ou

as células malignas.

Um agente terapéutico anti-paralelo &, por exemplo, uma
sequéncia de nucledtidos gque seja complementar das sequéncias
de genes especificas do tumor, cujo objectivo é neutralizar
funcionalmente a expressao de genes do tumor e,
consequentemente, induzir a morte das células do tumor. Um
agente terapéutico de ARNsi ¢é, por exemplo, um ARN de
interferéncia pequena, capaz de silenciar especificamente a
sequéncia de expressdo e de actividade de varios genes-alvo
egpecificos do tumor, por precipitacdo de uma clivagem de
sequéncias Unicas especificos do transcripto do ARNm do gene
alvo e uma interrupcdo da traducdo do ARNm alvo, induzindo

assim a morte da célula do tumor.

Uma terapia concomitante que requer a administracédo de
um ou mais agentes biocactivos adicionais, que é eficaz no
tratamento de neoplasias malignas pode ser acompanhada pela
administracdo de um ou mais compostos adicionais que
minimizam potenciais efeitos secundarios dos referidos
agentes biocactivos, tais como, farmacos que actuam no sistema
gastrointestinal, fArmacos que previnem a hiperuricémia e/ou
fadrmacos que actuam no sistema circulatdrio, por exemplo, na
pressdo sanguinea, conhecidos na técnica. Esses agentes
biocactivos adicionais podem ser formulados sob a forma da
mesma composicdo farmacéutica ou em composicdes farmacéuticas

separadas.

A expressdo “agente endoradioterapéutico” define, no
contexto da presente invencdo, um agente que compreende pelo
menos um tipo de isdétopo radioactivo. Esse agente destina-se
a ser administrado a um individuo que dele necessite e ¢é

eficaz na terapia da neoplasia maligna descrita antes devido
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a uma radiacdo endogénica, isto ¢, uma radiacdo com ©
composto radicactivo dentro do corpo do individuo a ser
tratado por meio da endoradioterapia. Num enguadramento
preferido, a composicdo farmacéutica descrita compreende uma
combinacdo de 3-iodo-L-fenilalanina ou de 4-iodo-L-fenil-
alanina, em que o iodo é o isdbétopo ndo radiocactivo estéavel
[12’I]-iodo e um agente endoradioterapéutico que ¢é uma L-
fenilalanina halogenada, em que o isdétopo de halogéneo se
selecciona no grupo de isdtopos bromo-76, bromo-77, bromo-82,
iodo-123, iodo-124, iodo-125, iodo-131 e astatina-211
emitindo electrdes alfa-, beta- ou de Auger-. Prefere-se que
o isdbétopo de halogéneo seja também conjugado com a L-
fenilalanina na posicéo 3- (meta-) ou 4- (para-) .
A expressdo “isbdtopos que emitem electrdes alfa-, beta- ou de
Auger” define, no contexto da presente invencdo, isdbdtopos
radioactivos, caracterizados pela emissdo de diferentes
particulas (raios) formados durante a diminuicéo da
radiocactividade ou por processos de transicdo nuclear. Um
isbétopo emitindo electrdes alfa define-se como um nuclideo
radiocactivo que emite particulas alfa, correspondendo a um
nicleo de hélio, que consiste em dois protdes e dois
neutrdes. Um isdétopo que emite particulas beta define-se como
um nuclideo que emite electrdes nucleares rapidos (negatrdes)
formados durante a diminuicdo da radioactividade. Um isdtopo
que emite electrdes de Auger define-se como um nuclideo que
emite electrdes de energia nuclear baixa formados pela
captura de electrdes nucleares ou por processos de transicéo
internos. 0Os comprimentos méximos dos trajectos destas

particulas estdo num intervalo de 10 nm a 12 mm.

O semi-periodo de vida fisico dos citados radionuclideos
é de 16,2 h para o bromo-76, 57,04 h para o bromo-77, 35,3 h
para o bromo-82, 13,27 h para o iodo-123, 4,17 d para o iodo-
124, 59,41 d para o iodo-125, 8,02 d para o iodo-131 ou 7,21

17



h para a astatina-211. O semi-periodo de vida fisico do
conjugado de L-fenilalanina marcado com estes radionuclideos
corresponde ao semi-periodo de vida do respectivo
radionuclideo. A mistura preferida de 3-iodo-L-fenilalanina
ou de 4-iodo-L-fenilalanina com um agente endoradio-
terapéutico é com uma L-fenilalanina halogenada.
Preferencialmente, a maioria dos isdtopos estéveis de iodo e
alguns isdtopos de halogéneo da mistura preferida
seleccionados no grupo dos isdétopos halogenados identificados
antes podem ser obtidos, por exemplo, por meio de uma permuta
de halogéneos ndo isotdépicos (adicionados ao veiculo/c.a.).
Alternativamente, a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina compreende apenas isbétopos de ['¥'I]-iodo n&o
radiocactivos e estédveis, que se podem misturar com uma
preparacdo de L-fenilalanina halogenada compreendendo apenas
ou maioritariamente isdtopos radiocactivos ndo estdveis. Esta
ultima preparacdo pode ser obtida, por exemplo, por meio de
uma preparac¢do sem veiculo adicionado (s.v.a.) que esta
praticamente isenta de isdbétopos estédveis do elemento em
questéo. S&o igualmente preferidas outras misturas
alternativas de preparacdes estdveis, ndo radicactivas com

preparacdes radioactivas ndo estéveis.

Geralmente, prefere-se que o) isétopo que emite
particulas alfa-, beta- ou electrdes de Auger- seja
administrado em doses de 107 a 10*® g/kg do corpo. Mais
preferencialmente, o isbdétopo que emite particulas alfa-,
beta- ou electrdes de Auger- seja administrado em doses de
107" a 107" g/kg do peso do corpo e, mais preferencialmente,
em doses de 107% a 107 g/kg do peso do corpo. Prefere-se
particularmente que essa dose seja formulada ou que contenha
1 a 10, preferencialmente, 2 a 5 mL de uma solucédo
esterilizada, tal como solugbes salinas tamponadas com

fosfato, &gua para injeccdes, etc.
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Adicionalmente prefere-se que a dose de radiacdo dos
isdtopos que emitem particulas alfa-, beta- ou electrdes de
Auger- esteja no intervalo de 0,1 a 1.000 MBg/kg do peso do
corpo. Mais preferencialmente, a dose de radiacdo dos
isdtopos que emitem particulas alfa-, beta- ou electrdes de
Auger- esteja no intervalo de 10 a 400 MBg/kg do peso do
corpo e, mais preferencialmente, a dose de radiacdo dos
isdtopos que emitem particulas alfa-, beta- ou electrdes de
Auger- esteja no intervalo de 20 a 120 MBg/kg do peso do
corpo. Determina-se a dose administrada utilizando um medidor
de dose apropriado, calibrado para medir gquantitativamente

radiacdo alfa, beta ou gama.

E preferivel que a dose de radiacdo dos isétopos que
emitem radiacdes alfa-, beta- ou electrdes de Auger- seja
administrada como uma dose Unica, numa s vez ou em doses
fraccionadas em 2 a 60 fraccdes ou como doses continuas dadas
diariamente até que a doenca progrida novamente ou até a
morte do paciente. Tal como descrito aqui antes, a
administracdo das composicdes farmacéuticas descritas resulta
numa interseccdo ou numa desaceleracdo do desenvolvimento do
cancro devido ao efeito citostédtico de 3-iodo-L-fenilalanina
ou de 4-iodo-L-fenilalanina. Apesar disso, a doenca pode
ainda progredir apds a interseccdo ou a desaceleracdo e o
doente pode morrer. Mais preferencialmente, o conjugado deve
ser administrado geralmente de uma forma fraccionada em 2 a
10 fraccdes. Prefere-se também que a 3-iodo-L-fenilalanina ou
a 4-iodo-L-fenilalanina seja administrada como uma terapia de
manutencdo crdédnica. Prefere-se que se dé uma dose continua
todos os dias. 0O fraccionamento da dose & um processo
estabelecido na terapia da radiacdo. Fraccionando uma dose
total administrada, aumenta-se a tolerédncia para os tecidos
saudéaveis que ndo sdo alvo do tratamento, assim como, se

aumenta o efeito citotdéxico para o tecido do tumor. A
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radiacdo fraccionada repetida permite impactar de uma forma
terapéutica uma percentagem mais elevada das células em
estddios sensiveis a radiacdo do ciclo da célula, comparada
com uma radiacdo com uma dose elevada feita uma Unica vez. A
radiacdo terapéutica induz quebras dos filamentos simples e
duplos do ADN, gque sdo contra-atacadas por mecanismos de
reparacdo nucleares, gque sdo sobre-regulados no seguimento da
radiacdo. Cré-se assim que as células que sofrem reparacdo do
ADN sdo mais susceptiveis a uma radiacdo renovada do gue as

células que sofrem uma radiacgédo pela primeira vez.

Num outro enquadramento preferido, 0s isdtopos
halogenados radioactivos sdo p-[°'I]iodo-L-fenilalanina (IFA-
131), 4-[***I]iodo-L-fenilalanina (IFA-124) e/ou p-
[“'At]astatina-L-fenilalanina (AtPA-211). O iodo-131 estéa
muito disponivel, tem um semi-periodo de vida favoravel e
pode ser manuseado pela maior parte das instituicdes
licenciadas para aplicar radionuclideos abertos. O iodo-131
permite uma monitorizacdo extracorporal <conveniente da
terapia utilizando uma cé&mara de raios gama, provida de um
componente de raios gama, emitido numa taxa fixa
relativamente a emissdo das particulas beta terapéuticas, as
quais ndo sdo detectdveis extra-corporalmente. Uma outra
forma de realizacdo preferida do processo da presente
invencdo faz uso de 4-['?*I]iodo-L-fenilalanina. O iodo-124
tem uma componente de emissdo de positrdes que permite
produzir imagens por  PET (tomografia por emissdo de
positrdes), para além da emissdo beta terapéutica. Utilizando
uma producdo quantitativa de imagens por meio de PET, as
medicdes da dosimetria interna numa base de continuidade
podem ser realizadas por meio do planeamento de uma terapia e
por meio da monitorizacdo da terapia por um periodo até 15
dias no seguimento de uma Unica injeccdo. A astatina-211

também é uma das preferidas ja& que emite particulas alfa de
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elevada energia (6,8 MeV), com um percurso com um comprimento
curto no tecido (65 pm), o que permite administrar uma
reaccdo altamente citotdxica ao tecido alvo, ao mesmo tempo
que se minimizam os efeitos indesejaveis da radiacdo para o

tecido ndo alvo.

Na utilizacdo da presente invencdo é preferivel que a
composicdo farmacéutica seja administrada a um paciente e que
este paciente seja em seguida submetido a uma radiacédo
percutinea (radioterapia percutédnea ou uma terapia de
radiacdo de campos externo). Essa terapia de radiacdo de
campo externo é entendida, no contexto da presente invencéo,

como uma terapia concomitante.

A terapia de radiacdo de um campo externo é normalmente
feita como uma radiacdo de um feixe externo proveniente,
entre outras, de fontes radiocactivas de cobalto-60, fontes de
aceleradores lineares, protdes, neutrdes ou feixes de hadron.
Preferencialmente, a radiacdo comeca num periodo de 0 a 7
dias subsequentes a administracdo de 3-iodo-L-fenilalanina ou
da 4-iodo-L-fenilalanina. Mais preferencialmente, a radiacédo
comeca num periodo de 0,5 a 24 horas subsequente a
administracéo de iodo-L-fenilalanina. A radioterapia
concomitante pode incluir uma radiacdo externa cumulativa no
paciente, numa dose de 1 a 100 Gy. Um intervalo preferido
para a dose de radiacdo é de 1 a 60 Gy. Prefere-se que a dose
de radiacdo externa seja administrada em doses fraccionadas
entre 1 a 60, mais preferencialmente, entre 5 a 30 doses
fraccionadas. Preferencialmente, as doses fraccionadas sé&o
administradas ao longo de um periodo de 1 a 26 semanas, mais
preferencialmente, ao longo de um periodo de 6 a 12 semanas.
De acordo com a presente invencdo, a expressido “dose
fraccionada” entende-se como significando que a actividade

global da dose fraccionada se soma ou praticamente se soma a
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radiacdo externa cumulativa de forma a conseguir-se o0 mesmo

resultado que com a administragdo com uma dose Unica.

Num enquadramento alternativo da ©presente invencgéo,
providencia-se um processo para o0 tratamento de neoplasia
maligna, processo esse que compreende as etapas de
administracdo de 3-iodo-L-fenilalanina ou de 4-iodo-L-
fenilalanina a um individuo gque dela necessite. Prefere-se
que o composto eficaz de 3-iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-
fenilalanina seja formulado sob a forma de uma composicdo
farmacéutica. A expressdo “composicdo farmacéutica” Jja& foi
definida aqui antes. A via de administracdo do composto
eficaz depende inter alia da sua formulacdo. As diferentes
vias para as composicgdes, formuladas diferencialmente, Jé
foram descritas aqui antes. Prefere-se particularmente, para
0 processo da presente invencdo, que a 3-iodo-L-fenilalanina
ou a 4-iodo-L-fenilalanina sejam administradas intra-

venosamente ou oralmente.

Prefere-se ainda que a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-
iodo-L-fenilalanina sejam administradas ao individuo em doses
de 0,001 a 100 mg/kg do peso do corpo do individuo. Mais
preferencialmente, a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina sdo administradas numa dose de 0,1 a 25 mg/kg de
peso do corpo do individuo e, mais preferencialmente, a 3-
iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina é administrada

numa dose de 1,0 a 25 mg/kg de peso do corpo do individuo.

Também s&do preferidas, para o tratamento de neoplasia
maligna da presente invencdo, as administracdes de 3-iodo-L-
fenilalanina ou de 4-iodo-L-fenilalanina a um individuo que
delas necessite, em que a L-fenilalanina halogenada ¢é a 4-

iodo-L-fenilalanina.
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Tal como se definiu aqui antes, prefere-se qgue a
neoplasia maligna seja seleccionada num grupo gue consiste em
glioma maligno, mieloma multiplo melanoma maligno, cancro da
prbéstata e da mama. Mais preferencialmente, selecciona-se o
glioma no grupo gque consiste em glioblastoma, astrozitoma,

oligoastrozitoma e ependimoma.

Também ¢& preferivel, ©para o processo da presente
invencéo, que a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina tenham um efeito de radio-sensibilizacdo, um
efeito citostdtico e/ou um efeito de reversdo do estado
adquirido ou constitutivo de resisténcia celular a
gquimioterapia ou a radioterapia nas células ou nos tecidos

malignos.

Um esquema preferido de administracéao para a
administracdo da 3-iodo-L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-
fenilalanina é um esquema quer de administracdo de uma dose
Unica de uma vez s ou de administracdo sequencial da 3-iodo-
L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-fenilalanina em doses
fraccionadas, de 2 a 60 fraccgdes da dose ou numa dose
continua dada até que a doenca progrida novamente ou até a
morte do paciente/individuo. Assim, prefere-se que a 3-iodo-
L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina sejam administradas
como uma terapia de manutencdo crodénica. Prefere-se que a dose

continua dada diariamente.

Também numa forma de realizacdo preferida do processo da
presente invencdo para o tratamento de neoplasias malignas,
considera-se que o processo pode compreender ainda a etapa de
tratamento do individuo por meio de uma terapia concomitante.
A referida terapia concomitante pode seleccionar-se no grupo
que consiste em terapia cirtGrgica, gquimioterapia, endo- ou

exo-radioterapia, imunoterapia, terapia de genes, terapia com
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vacina, terapia de nucledétidos anti-paralelos, terapia com
ARNsi, terapia intracavitaria ou terapia com base num

dispositivo.

As definigbes para gquimioterapia, endoradioterapia ou
terapia de radiacdo de um campo externo (a seguir designada
por exoradioterapia), imunoterapia, terapia de genes, terapia
com vacina, terapia de nucledtidos anti-paralelos e terapia
de ARNsi, J& foram dadas aqui antes. 0Os processos € 0S8 meios
para essas terapias concomitantes s&o bem conhecidos na
técnica. Um exemplo de uma terapia cirlUrgica pode compreender
uma recessdo de um tumor sélido ou de um tecido maligno. Uma
outra terapia concomitante, em linha com a presente invencéo,
compreende a implantacdo cirtrgica de um dispositivo
radioactivo, tal como uma semente radioactiva. Essa semente
pode ser implantada localmente no sitio do tumor. A técnica
de implantacdo de dispositivos radioactivos ¢é conhecida na
técnica e j& foi descrita agqui antes na discussdo do estado
da técnica. O regime de dose para administracdo da 3-iodo-L-
fenilalanina ou da 4-iodo-L-fenilalanina esté
preferencialmente de acordo, em termos de tempo, com a
terapia concomitante opcional (por exemplo, uma terapia
concomitante de radiacdo de um campo externo ou uma
endoradioterapia concomitante). Também se prefere que a 3-
iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina sejam
administradas como uma terapia de manutencdo crdnica, dada,
em combinacdo com outros agentes, a um paciente com um tumor
até que a doenca progrida novamente ou até a morte do

paciente.

Tal como se descreveu antes, no contexto da utilizacédo
da presente invencédo, prefere-se um método da presente
invencdo em que a terapia concomitante é uma exoradioterapia,

que compreende a etapa de radiacéo do individuo
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percutaneamente, subsequentemente a administracdo da 3-iodo-
L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-fenilalanina. Mais
preferencialmente, a etapa de radiacdo efectua-se 0 a 7 dias
depois da administracdo da 3-iodo-L-fenilalanina ou da 4-
iodo-L-fenilalanina. Ainda mais preferencialmente, a radiacéo
comeca num periodo de 0,5 a 24 horas depois da administracédo

da 3-iodo-L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-fenilalanina.

A radioterapia concomitante descrita antes compreende
uma radiacdo externa cumulativa dada a um paciente numa dose
de 1 a 100 Gy. Um intervalo preferido da dose de radiacédo é
de 1 a 60 Gy. Prefere-se que a dose de radiacdo externa seja
administrada em 1 a 60 doses fraccionadas, mais
preferencialmente, em 5 a 30 doses fraccionadas.
Preferencialmente, as doses fraccionadas sdo administradas ao
longo de um periodo de 1 a 26 semanas, mais
preferencialmente, ao longo de um periodo de 6 a 12 semanas.
De acordo com a presente invencdo, a expressido “dose
fraccionada” deve entender-se como significando que a
actividade global de cada dose fraccionada adiciona-se ou
praticamente adiciona-se a radiacdo externa cumulativa de um

modo que sé se poderia alcancar administrando uma dose Unica.

Também se prefere que a terapia concomitante descrita
antes compreenda a administracédo de um agente
quimioterapéutico, um agente imunoterapéutico, um agente
terapéutico de genes, um agente terapéutico de nucledtidos
anti-paralelos, um agente terapéutico de ARNsi, uma wvacina
e/ou um agente endoradioterapéutico ou a implantacdo de um
dispositivo radioactivo. Mais preferencialmente, a
administracdo de um agente qguimioterapéutico, um agente
imunoterapéutico, um agente terapéutico de genes, um agente
terapéutico de nucledtidos anti-paralelos, um agente

terapéutico de ARNs1, uma vacina e/ou um agente
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endoradioterapéutico é efectuada antes, simultaneamente e/ou
na sequéncia da administrac¢do da 3-iodo-L-fenilalanina ou da

4-iodo-L-fenilalanina.

Prefere-se que o individuo a ser tratado pelo processo

da presente invencdo seja um ser humano.

Num outro enquadramento alternativo, a presente invencéo
tem por objecto uma composicdo farmacéutica que compreende 3-
iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, em que o iodo é
o isdtopo estével, ndo radioactivo [?"I]-iodo. As composicdes
farmacéuticas, no contexto da presente invencdo, Jj& foram
descritas em detalhe aqui antes. Prefere-se que a composicédo
farmacéutica da presente invencéao compreenda ainda
formulacdes apropriadas de veiculos, estabilizantes e/ou
excipientes. Exemplos para os veiculos, estabilizantes e/ou
excipientes correspondentes sdo conhecidos dos especialistas

na matéria e j& foram caracterizados aqui antes.

As figuras mostram:

Figura 1:

Cinética da absorcdo celular de IFA (IFA-123) em

linhagens de células de glioma humano, in vitro.
Figura 2:
Cinética da absorcdo celular de IFA (IFA-123) em

linhagens de células de melanoma maligno humano, in

vitro.
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Figura 3:

Cinética da absorcdo celular de IFA (IFA-123) em
linhagens de células humanas de cancro da prdstata,

in vitro.

Figura 4:

Avaliacdo 1in vitro de IFA (ACD-101) em células
humanas de glioblastoma primdrio Tx3868; 4a (em cima,
a esquerda): Efeito citostadtico de IFA dependente da
dose em células de glioblastoma humano Tx3868; 4b (em
cima, a direita): Efeito das diferentes doses de
radiacdo externa apenas nas células humanas isoladas
de glioblastoma Tx3868; 4c (em baixo, a esquerda):
Efeito radio-sensibilizador de 1IFA, dependente da
dose, administrada concomitantemente com uma radiacédo
externa de 5 Gy em células de glioblastoma humano
Tx3868; 4d (em Dbaixo, a direita): Efeito radio-
sensibilizador de IFA, dependente da dose,
administrada concomitantemente com  uma radiacéo
externa de 10 Gy em células de glioblastoma humano

Tx3868.

Figura 5:

Avaliacdo 1in vitro de IFA (ACD-101) e radiacéo
externa em células humanas de glioblastoma Al1207; 5a
(em cima, a esquerda): Efeito das diferentes doses de
radiacdo externa apenas em células humanas de
glioblastoma Al1207; 5b (em cima, a direita): Efeito
citostético e radio-sensibilizador de 0,1 mg/mL de
IFA administrada concomitantemente com uma radiacédo

externa de 0 - 15 Gy em células humanas de
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glioblastoma Al1207; 5c (em baixo, a esquerda): Efeito
citostético e de radio-sensibilizador de 0,2 mg/mL de
IFA administrada concomitantemente com uma radiacdo
externa de 0 - 15 Gy em células humanas de
glioblastoma Al207; 5d (em baixo, a direita): Efeito
citostéatico e de radio-sensibilizacdo de 0,3 mg/mL de
IFA administrada concomitantemente com uma radiacdo
externa de 0 - 15 Gy em células humanas de

glioblastoma A1207.

Figure 6:

Avaliacdo in vitro de IFA (ACD-101) apenas em células
humanas de glioblastoma MO059K; ba (em cima, a
esquerda): Efeito das diferentes doses de radiacéo
externa apenas em células humanas de glioblastoma
MO59K; 6b (em cima, a direita): Efeito citostatico e
de radio-sensibilizacédo de 0,1 mg/mL de IFA
administrada concomitantemente com  uma radiacéo
externa de 0 - 15 Gy em células humanas de
glioblastoma MO59K; 6c (em baixo, a esquerda): Efeito
citostético e de radio-sensibilizacdo de 0,2 mg/mL de
IFA administrada concomitantemente com uma radiacdo
externa de 0 - 15 Gy em células humanas de
glioblastoma M059K; 6d (em baixo, a direita): Efeito
citostéatico e de radio-sensibilizacdo de 0,3 mg/mL de
IFA administrada concomitantemente com uma radiacédo
externa de 0 - 15 Gy em células humanas de

glioblastoma MO59K.
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Figura 7:

Inducéo da necrose e da apoptose primarias,
dependentes da dose, por meio de IFA + radiacéo
externa (10 Gy) em células humanas de glioblastoma
T3868.

Efeito radio-sensibilizador de 1IFA, dependente da
dose, administrada concomitantemente com uma radiacéo
externa de 10 Gy em células humanas de glioblastoma
Tx3868: inducéo de necrose (coloracéao com
iodobenzimida) por meio de 0,1 pmole/mL (Fig. 7a (a
esquerda)), inducdo aumentada da necrose e inducéo
adicional de apoptose (coloracdo com iodeto de
propidio) por meio de 0,3 pumole/mL (Fig. 7b (a

direita)).

Figura 8:

Estimativas de Kaplan-Meyer da sobrevivéncia em ratos
RNU, que receberam  uma implantacéo ortotdpica
(intracerebral) de 0,5 * 10° células A1207, uma linha
de células de glioblastoma humano. Sobrevivéncia dos
animais de controlo (verde) e de ratos gque receberam

1 mg/kg por dia, de uma injeccdo de IFA i.p..
A presente invencdo serd descrita agora com referéncia
aos exemplos que se seguem, que Sdo meramente ilustrativos e
ndo foram construidos como limitativos do admbito da presente
invencéo.

Exemplo 1:

A 3-iodo-L-fenilalanina (3-1IFR), a 4—[M3I]iodo—L—

fenilalanina e a 4-iodo-L-fenilalanina (IFA) utilizadas nos
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exemplos foram compradas no mercado ou foram sintetizadas
antes, tal como descrito previamente na literatura. A menos
que seja afirmado de outra forma, todos os outros compostos

quimicos e dissolventes sdo de grau analitico.

Exemplo 2:

Linhas de células e cultura das células

Investigaram-se c¢inco linhas de células de glioma
humano, uma linha de células de glioma de rato, duas linhas
de células humanas de cancro da prdéstata, assim como uma
linha de células humanas de cancro da mama e uma linha de
células de melanoma. As linhas de células de glioma humano
Tx3868 e T5135 (de glioblastoma humano primario multiforme) e
a linha de células de glioma de rato C6 foram fornecidas pelo
Institute of Human Genetics, Universidade de Saarland
(Homburg, Alemanha). As linhas de células de glioma humano de
alto grau, designadas como Al1207, MO59K e U373MG, as células
humanas de cancro da prbéstata PC3 e DU425, a linha de células
de carcinoma pancredtico PanCl, a linha de células humanas de
cancro da mama MCF-07 (American Type Culture Collection,
Rockville, MD) e a linha de células de carcinoma pancreatico
PaCad44 (estabelecidas pelo Dr. Bulow, Mainz, Alemanha), assim
como, as linhas de células de melanoma SK-MEL25 e Al101 D
foram compradas no mercado ou providenciadas por laboratdrios
de investigacdo oncoldégica da Universidade Medical Center of
Saarland (Homburg, Alemanha). As células foram cultivadas em
meio RPMI-1640 ou em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(isento de piruvato de sédio, complementado com L-glicose e
piridoxina), respectivamente, complementados com soro bovino
fetal (SBF) inactivado pelo calor a 10 % (v/v), penicilina
(50 U/mL), estreptomicina (50 npg/mL) e insulina (50 npg/mL;

PromoCell, Heidelberg, Alemanha). Mantiveram-se todas as
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linhas de células em frascos apropriados numa incubadora
humidificada (CO; a 5 %), a 37 °C. Antes da experiéncia, fez-
se a tripsinizacdo das culturas de células sub-confluentes
com uma solucdo de tripsina a 0,05 % contendo EDTA a 0,02 %
mas sem Ca’" e Mg%'e fez-se uma nova suspensdo em meio fresco
com vArias concentracdes de células depois de se fazer a
contagem por meio de uma coloracdo vital num hemocitdmetro,
consoante o) estudo. As células estavam isentas de

micoplasmas. A viabilidade das células foi >95 %.

Exemplo 3:

Exemplo de experiéncias de internalizacdo

Fizeram-se experiéncias de absorcdo para avaliar a
afinidade dos derivados de L-fenilalanina propostos, para oS
tumores humanos propostos e para avaliar a sua actividade

terapéutica in vitro.

Realizaram-se todas as experiéncias quatro vezes,
simultaneamente com 250.000, 500.000 e 10° células de tumores
humanos preparadas de fresco, incluindo células humanas de
glioma maligno, células de cancro pancredtico, prostatico e
da mama. Antes das experiéncias, as células sub-confluentes
foram tripsinizadas tal como descrito antes. Mexeu-se
cuidadosamente a suspensdo, transferiu-se para um tubo de
centrifugacdo de 50 mL (Falcon®, Becton Dickinson, EUA). Fez-
se a centrifugacdo das células durante 5 min, a 200 x g;
retirou-se o sobrenadante resultante e fez-se uma nova
suspensdo dos péletes em meio de Eagle modificado por
Dulbecco, isento de soro, e depois transferiram-se para tubos
de Eppendorf, a concentracdes de 10° células/mL para as

investigacdes de absorcéo.
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Antes da incubacdo com a correspondente fenilalanina
raddio-marcada, as células de tumor foram pré-incubadas,
durante 5 min, em 500 pL de meio, a 37 °C, em tubos de
centrifugacdo de Eppendorf de 1,5 mL. Adicionaram-se
aliquotas de 30-50 uL (10° - 1,5 x 10° cpm) preparadas de
fresco, de produtos radio-farmacéuticos e incubaram-se as
células a 37 °C/CO; a 5 %, durante 1, 2, 5, 15, 30, 60, 90 e
120 min enguanto se agitava. Blogqueou-se a absorcdo com 500
nL de SBF arrefecido com gelo (pH 7,4) e deixou-se mais 3 min
num banho de gelo, centrifugaram-se as células durante 2 min,
a 300 x g, retirou-se o sobrenadante e lavaram-se os péletes
trés vezes com SBF arrefecido com gelo. 0Os péletes das
células foram contados quanto a sua radiocactividade em
conjunto com 3 aliguotas de padrdes num contador Berthold
LBO951. A percentagem de ligacdo dos produtos radio-
farmacéuticos foi calculada pela férmula: (cpm de péletes de
células/média dos cpm de padrdes radioactivos) x 100. Os
resultados foram expressos quer em percentagem da dose
aplicada por 10° células ou como cpm/1.000 células para uma

melhor comparacéo.

Exemplo 4:

Avaliacdo da taxa de sobrevivéncia das células apds
tratamento com 3/4-iodo-L-fenilalanina. Apds o)
desenvolvimento de um campo confluente de células, expuseram-
se as culturas a 0,1 - 5 pmole/mL do produto farmacéutico
correspondente, durante até 48 horas, a 37 °C/CO, a 5 %. Numa
experiéncia paralela, fez-se a radiacédo das células
utilizando um acelerador linear de 6-MeV com doses de 2 a 15
Gy ou trataram-se com IFA-131 para comparacdo da taxa de
sobrevivéncia. Para tornar possivel a observacéo da
morfologia das células do glioma, fizeram-se crescer as

células em lédminas de vidro padronizadas ou em pratos
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normalizados de cultura. Depois, retirou-se o meio e fez-se a

fixacdo das células quer em etanol a 70 %, durante pelo menos

30 min, em gelo, ©para realizar as anéalises do fluxo
Q.

citométrico apds coloracdo ou em formalina a 4 % tamponada,

neutra, para andlises imuno-histopatoldgicas.

Exemplo 5:

Modelos de Tumor

Realizou-se uma experiéncia in vivo num modelo de glioma
humano intracraniano em ratos RNU para avaliar a eficécia

terapéutica da 4-iodo-L-fenilalanina (IFA) em glioma.

Implantaram-se estereotaxicamente células humanas de
glioblastoma primdrio Al1207 e T3868 (0,5 x 10° células) na
regido frontal direita de ratos RNU (2 mm na direccgédo
posterior e 2 mm na direccdo lateral em relacdo a interseccéo
das suturas sagital e da bregma até a uma profundidade de 5
mm) ao mesmo tempo que se dava uma anestesia com hidrato de
cloral. Libertou-se a craniectomia com cera de o0Ssos e

fechou-se o escalpe.

Administrou-se IFA (1 e 5 mg/kg p.c.) 1.p. em ratos
portadores de xenoenxertos de glioblastoma humano (n = 9 em
cada grupo), comecando no dia 1 apdés a implantacédo

estereotéaxica.

Administrou-se IFA diariamente na primeira semana apds a
implantacdo e semanalmente no periodo posterior. Trataram-se
mais seis ratos RNU com solucdo salina gque serviram como

controlo.
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Depois, compararam-se 0S8 sSeguintes pardmetros: tempo
médio de sobrevivéncia, dimensdo do tumor e histologia apds
bidpsia.

Exemplo 6

Exames Morfoldgicos e Histoldgicos

As células de tumor humano cresceram em laminas de vidro
normalizadas e fixaram-se com formalina neutra a 4 %,
tamponada e coraram-se pelo processo de Giemsa. Calculou-se o
nimero de células em 10 campos consecutivos de elevada

energia (x 40).

Na autdpsia dos ratos, para além dos cérebros, colheram-
se outros 6rgdos incluindo o coracédo, o figado, os pulmdes, a
bexiga, o rim, a pele e o cdlon. Cortaram-se os cérebros em
laminas em forma de coroa com cerca de 2 - 3 mm de espessura.
Fixaram-se todos os tecidos dos animais em formalina neutra a
4 % tamponada e embeberam-se em cera de parafina. Coraram-se
as seccgbes com hematoxilina-eosina e corante de Verhoeff-van

Gieson e fizeram-se os exames histopatoldgicos.

Exemplo 7:

Andlise Estatistica

A significdncia estatistica entre os diferentes grupos
experimentais foi determinada por meio do teste t de Student.

Considerou-se significativo um valor de p inferior a 0,05.
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Exemplo 8:

Resultados e Discusséo

Estudos In Vitro

As figuras 1 - 3 mostram exemplos da cinética de
absorcdo de uma IFA em células de tumor humano. Utilizou-se ©
derivado réddio-marcado 4-[***I]iodo-L-fenilalanina para
facilitar a quantificacédo, utilizando um contador de radiacéo
gama. Tal como se mostrou, a IFA exibiu uma absorcdo elevada
em células humanas de tumor com um aumento crescente ao longo
do tempo de investigacdo. Este resultado d& evidéncias da
elevada afinidade dos produtos farmacéuticos marcados com
réddio propostos para os tumores humanos, incluindo os gliomas
humanos malignos, o©s carcinomas pancredticos, o cancro da

préstata e da mama.

O efeito citostédtico e o efeito de radio-sensibilizacédo
de IFA em células de glioma primadrio humano estéo
demonstrados nas figuras 4 - 6. Tal como se mostra, o efeito
citostatico de IFA em células primadrias de glioblastoma
humano ¢ dependente da concentracdo e é mais pronunciado
quando comparado com a radiacdo externa até 15 Gy (fig. 4). A
combinacdo de IFA com uma radiacdo externa leva a uma reducdo
dramdtica da taxa de sobrevivéncia das células. As andlises
por citometria de fluxo de células coradas mostram uma
inducdo de necrose primdria e da apoptose dependente da dose,
que foi mais significativa do que a causada por radiacédo
externa, mesmo com 15 Gy e mais pronunciada a medida que se
aumentava a concentracdo de IFA. Este resultado atesta o
elevado efeito de radio-sensibilizacdo de IFA nas células de
glioblastoma (fig. 6). As células sobreviventes continham

apenas citoplasma esparso, o0s nucleos estavam mais pequenos e
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continham cromatina acumulada e dispersa. Citologicamente, o
modo da morte das células foi a apoptose dado que as células
de tumor remanescente continham apenas esparsamente
citoplasma e corpos apoptdticos, nas outras células os
nucleos estavam mais pegquenos e continham cromatina

condensada.

Estudos In Vivo

Cinco em cada seis ratos ndo tratados com glioblastoma
A1207 morreram entre 12 e 22 dias apbds a implantacéo,
enquanto quatro em cada seis ratos de controlo com T3868
morreram no prazo de 28 dias. O exame histoldgico das seccdes
finas do cérebro, apds a bidpsia, confirmou tumores com
caracteristicas tipicas de glioblastoma. Em comparacdo, seis
em cada nove e sete em cada nove ratos estavam ainda vivos no
28° dia apods tratamento com IFA (1 e 5 mg/kg),

respectivamente.

A figura 8 mostra um exemplo de sobrevivéncia de ratos
ndo tratados e tratados com IFA, ratos com glioblastomas
humanos Al1207 de acordo com o processo de Kaplan-Meier,

atestando a eficédcia de IFA no tratamento de gliomas.

Estes resultados sugerem um elevado potencial
terapéutico de 4-iodo-L-fenilalanina para tumores humanos,
especialmente para gliomas malignos. O0s resultados mostram
que a 3-iodo-L-fenilalanina e 4-iodo-L-fenilalanina
representam uma nova classe de agentes terapéuticos para a

terapia de tumores nalgumas entidades tumorais.
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REIVINDICAGOES

Utilizacdo de 3-iodo-L-fenilalanina e de 4-iodo-L-
fenilalanina caracterizada pelo facto de se destinar a
preparacdo de uma composicdo farmacéutica para o

tratamento de neoplasia maligna.

Utilizacédo de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pelo facto de a composicdo farmacéutica
conter ainda um agente guimioterapéutico, um agente
imunoterapéutico, um agente terapéutico de genes, uma
vacina, um agente terapéutico de nucledtido anti-
paralelo, um agente terapéutico de ARNsi e/ou um agente

endoradioterapéutico.

Utilizacdo de acordo com as reivindicagdes 1 ou 2,
caracterizada pelo facto de a composicdo farmacéutica
ser administrada a um paciente dque, em seguida, ¢é

submetido a uma radiacdo percutéanea.

3-Iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina,
caracterizadas pelo facto de se utilizarem no tratamento

de neoplasia maligna.

Utilizacdo de acordo com uma gqualquer das reivindicacdes
1 a 3, ou a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina de acordo com a reivindicacéo 4,
caracterizada pelo facto de a 3-iodo-L-fenilalanina ou a
4-iodo-L-fenilalanina serem administradas ao individuo
em doses de 0,001 a 100 mg/kg do peso do corpo do

individuo.

Utilizacdo de acordo com uma gqualquer das reivindicacdes

1 a 3 ou 5 ou da 3-iodo-L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-



10.

fenilalanina de acordo com as reivindicacgbes 4 ou 5,
caracterizada pelo facto de a L-fenilalanina halogenada

ser a 4-iodo-L-fenilalanina.

Utilizacdo de acordo com uma gualquer das reivindicacdes
1 a 3 ou 5 ou 6 ou da 3-iodo-L-fenilalanina ou da 4-
iodo-L-fenilalanina, de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 4 a 6, caracterizada pelo facto de a
neoplasia maligna se seleccionar no grupo gue consiste
em glioma maligno, mieloma multiplo, melanoma maligno,

cancro da prdéstata e da mama.

Utilizacdo ou a prépria 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-
iodo-L-fenilalanina, de acordo com a reivindicacdo 7,
caracterizada pelo facto de o glioma se seleccionar no
grupo  gue consiste em glioblastoma, astrozitoma,

oligoastrozitoma e ependimoma.

Utilizacdo de acordo com uma gqualquer das reivindicacdes
1 a3 o0ub5a8oua 3-icdo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 4 a 8, caracterizada pelo facto de a 3-
iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-fenilalanina terem um
efeito de radio-sensibilizacdo, um efeito citostadtico ou
um efeito para reverter um estado constitutivo ou
adquirido de resisténcia celular a gquimioterapia ou a

radioterapia, em células ou tecidos malignos.

3-Todo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina de acordo
com uma qualquer das reivindicacdes 4 a 9, caracterizada
pelo facto de a 3-iodo-L-fenilalanina ou a 4-iodo-L-
fenilalanina serem administradas intravenosamente ou

oralmente.



11.

12.

13.

14.

3-Iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com uma qualgquer das reivindicacdes 4 a 10,
caracterizada pelo facto de a 3-iodo-L-fenilalanina ou a
4-iodo-L-fenilalanina serem administradas uma Unica vez,
como uma dose Unica, fraccionadas em doses de 2 a 60
fraccdes das doses ou em doses continuas dadas
diariamente até que a doenca progrida novamente ou até a

morte do individuo.

3-Iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com uma qualquer das reivindicagdes 4 a 11,
caracterizada pelo facto de o individuo ser ainda
tratado por meio de uma terapia concomitante
seleccionada no grupo que consiste em terapia cirurgica,
gquimioterapia, endo- ou exoradioterapia, imunoterapia,
terapia de genes, terapia com vacina, terapia com
nucledétidos anti-paralelos, terapia de ARNsi, terapia
intracavitéaria ou um tratamento a base de um

dispositivo.

3-Todo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com a reivindicacdo 12, caracterizada pelo facto
de a terapia concomitante ser uma exoradioterapia, em
que o individuo é submetido a uma radiacdo percutédnea no
seguimento da administracdo da 3-iodo-L-fenilalanina ou

da 4-iodo-L-fenilalanina.

3-Iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com a reivindicacdo 13, caracterizadas pelo facto
de a radiacdo ser efectuada 0 a 7 dias apds a
administracdo de 3-iodo-L-fenilalanina ou de 4-iodo-L-

fenilalanina.



15.

16.

17.

18.

19.

3-Iodo-L-fenilalanina ou 4-ijodo-L-fenilalanina, de
acordo com a reivindicacdo 14, caracterizadas pelo facto
de a radiacdo ser efectuada como uma radiacdo externa

cumulativa num paciente, numa dose de 1 a 100 Gy.

3-Iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com a reivindicacdo 12, caracterizada pelo facto
de a terapia concomitante compreender a administracdo de
um agente quimioterapéutico, imunoterapéutico, um agente
terapéutico de genes, um  agente terapéutico de
nucledétido anti-paralelo, um agente terapéutico de
ARNsi, uma vacina e/ou um agente endoradioterapéutico ou

a implantacdo de um dispositivo radioactivo.

3-Todo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com a reivindicacdo 16, caracterizada pelo facto
de a administracdo de um agente quimioterapéutico,
imunoterapéutico, um agente terapéutico de genes, um
agente terapéutico de nucledétido anti-paralelo, um
agente terapéutico de ARNsi, uma vacina e/ou um agente
endoradioterapéutico ser efectuada antes,
simultaneamente e/ou na sequéncia da administracdo da 3-

iodo-L-fenilalanina ou da 4-iodo-L-fenilalanina.

3-Todo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-fenilalanina, de
acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada pelo facto

de o individuo ser um ser humano.

Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo facto de
compreender 3-iodo-L-fenilalanina ou 4-iodo-L-
fenilalanina, em que o iodo é o isdtopo estével, néo

radioactivo [M7I]—iodo.



20. Composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacéo
19, caracterizada ©pelo facto de compreender ainda

formulacdes apropriadas de veiculos, estabilizantes e/ou

excipientes.

Lisboa, 5 de Abril de 2010.
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