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DESCRIGAO

"COMPOSIGCOES SINERGICAS COM FK-228"

CAMPO TECNICO

A presente invencdo refere-se a utilizagdo de um inibidor
de histona desacetilase de férmula (I) definido abaixo em
associagao com um agente antitumoral seleccionado de um agente
antitumoral taxano, um agente antitumoral composto de platina,
um agente antitumoral antimetabolito, a um agente antitumoral
compreendendo a referida associacdao e ao referido inibidor de
histona desacetilase para utilizagcao no aumento do efeito

antitumoral dos referidos agentes antitumorais.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Na gquimioterapia de tumores, particularmente tumores
malignos, em geral, ¢é raro conseguir um efeito antitumoral
desejado por administracdao de um Unico agente antitumoral, e em
situacgdes clinicas, portanto, a terapéutica com farmacos
maltiplos utilizando dois ou mais agentes com diferentes
mecanismos de acgao tem sido utilizada com o objectivo de
aumentar o seu efeito. Esta terapéutica de associagao visa
aliviar os efeitos secunddrios e aumentar a acgao antitumoral
por associagao de agentes antitumorais tendo diferentes
mecanismos de acg¢ao, para assim 1) diminuir a populagao de
células insensiveils, 2) evitar ou retardar o desenvolvimento de

resisténcia aos medicamentos, 3) dispersar toxicidade por uma



associacao de agentes farmacéuticos com toxicidades diferentes e
semelhantes. No entanto, as associagdes aleatdrias de agentes
farmacéuticos com diferentes mecanismos de acgao para uma
terapéutica de associagao nao proporcionam necessariamente, uma

acgao de aumento do efeito antitumoral ou sinergia.

Foi descrito que os inibidores de histona desacetilase
(HDAC) induzem elevada acetilagao de histona e, como resultado,
induz a actividade reguladora da transcrigdo em varios genes, a
actividade inibidora do ciclo celular e a apoptose. Os
inibidores de histona desacetilase também sdo conhecidos como um
agente anticancerigeno potente (ver documento JP-B-7-64872,
Experimental Cell Research, US (1998), vol. 241, paginas
126-133) .

Por exemplo, um composto representado pela férmula (1)
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel (daqui em diante também
referido como composto (I)), particularmente um estereoisdmero

representado pela férmula (II)



(dagui em diante também referido como FK228) ou um sal
farmaceuticamente aceitavel sao inibidores de histona
desacetilase e esta descrito mostrarem uma actividade

antitumoral potente (ver documento JP-B-7-64872 (correspondente
a Patente U.S. N° 4977138), Experimental Cell Research (US)
(1998), wvol. 241, paginas 126-133).

No entanto, a utilizagao combinada de um composto (I) e de
um agente antitumoral que forma uma ligagao cruzada com o ADN e
apresenta um efeito antitumoral, tal como a cisplatina e
semelhantes, um agente antitumoral antimetabolito, tal como
5-fluoro-uracilo e semelhantes ou um agente antitumoral taxano,
de que todos sao convencionalmente amplamente utilizados como
agentes antitumorais, bem como um efeito proporcionado pela

utilizacao combinada, ainda nao foram sido descritos.

Budillon E. T., FEuropean Journal of Cancer, 529, 2002
descreve a utilizagcao combinada do inibidor de HDAC SAHA e
5-fluoro-uracilo para inibicdo da proliferacao de células de

cancro colorrectal.



R. Furumai et al., Cancer Research 62, 4916-4%921, 2002
menciona que a utilizacdo de FK228 em associacdo com farmacos
antitumorais que sao inactivados por glutationa pode ser

prometedora.

DIVULGAGAO DA INVENGAO

E, portanto, um objectivo da presente invengao,
proporcionar um agente antitumoral compreendendo, em associagao,
um agente antitumoral seleccionado do grupo consistindo num
agente antitumoral taxano, um agente antitumoral composto de
platina e um agente antitumoral antimetabolito, e um agente
farmacéutico de fdérmula (I) gue aumenta acentuadamente o efeito
antitumoral, que reduz os efeitos secundarios e apresenta uma

actividade antitumoral superior.

Como resultado de estudos intensivos, a presente requerente
verificou gque o inibidor de histona desacetilase de férmula (I),
conhecido por ter uma actividade inibidora de histona
desacetilase potente, também aumenta extraordinariamente o)
efeito antitumoral de agentes antitumorais conhecidos: um agente
antitumoral do grupo da platina, um  agente antitumoral
antimetabolito e um agente antitumoral taxano, o que resultou na
conclusao da presente invengao. Em conformidade, a presente
invengao proporciona a utilizacgao de um composto de fdérmula (I)
como definido nas reivindicagbes 1 a 7, um agente antitumoral
como definido nas reivindicagdes 8 a 14, e o referido composto
para utilizagao no aumento do efeito antitumoral de agentes
antitumorais especificos como definido nas reivindicagdes 15

a 28.



BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A Fig.l é um grafico gque mostra o conceito da analise.

A Fig. 2 é um grafico que mostra a analise de isobologramas
da wutilizagdo em associacgdao (adigcdo simultédnea) de FK228 e

cisplatina em células DU-145 (Exemplo 1).

A Fig. 3 é um grafico que mostra a anadlise de isobologramas

da wutilizacao em associagao de FK228 e cisplatina (adicao
continua pela ordem FK228 - cisplatina) em células DU-145
(Exemplo 2).

A Fig. 4 é um grafico que mostra a analise de isobologramas

da wutilizagao em associagao de FK228 e «cisplatina (adigéao
continua pela ordem cisplatina - FK228) em células DU-145
(Exemplo 2).

A Fig. 5 é um grafico gue mostra a andlise de isobologramas
da wutilizagdo em associacgao (adigcdo simultédnea) de FK228 e

5-fluoro-uracilo em células DU-145 (Exemplo 3).

A Fig. 6 é um grafico que mostra a anadlise de isobologramas
da utilizacao em associagao de FK228 e 5-fluoro-uracilo (adicgao
continua pela ordem FK228 - 5-fluoro-uracilo) em células DU-145

(Exemplo 4).

A Fig. 7 é um grafico que mostra a andlise de isobologramas
da utilizagao em associagao de FK228 e 5-fluoro-uracilo (adigao
continua pela ordem 5-fluoro-uracilo — FK228) em células DU-145

(Exemplo 4).



A Fig. 8 é um grafico que mostra a analise de isobologramas

da wutilizacao em associagao de FK228 e paclitaxel (adicao
continua pela ordem paclitaxel — FK228) em células DU-145
(Exemplo 5).

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

Os 1nibidores de histona desacetilase (particularmente o
composto (I) e FK228) aumentam de forma notavel o efeito
antitumoral de um agente antitumoral composto de platina, um
agente antitumoral antimetabolito ou um agente antitumoral

taxano.

Portanto, o0 agente antitumoral da presente 1invengao
compreendendo, em associagao, pelo menos, um tipo de agente
antitumoral seleccionado de um agente antitumoral do grupo da
platina, um agente antitumoral antimetabolito e agente
antitumoral taxano, e o inibidor de histona desacetilase de
férmula (I) produz um efeito terapéutico superior contra o
cancro numa dose mals pequena em comparagaco com a administracgao
de um uUnico agente antitumoral seleccionados dos referidos
agentes antitumorais ou o 1inibidor de histona desacetilase, e

pode suprimir efeitos secundarios a um nivel mais baixo.

MELHOR FORMA DE REALIZAGAO DA INVENGAO

O inibidor de histona desacetilase de fdérmula (I) a ser
utilizado na presente invengao € um composto gque se liga a um
sitio activo da histona desacetilase competitivamente com

substratos e/ou apresenta um efeito de diminuir a actividade



enzimadtica da histona desacetilase ou de inibir, de outra forma,
a actividade enzimatica e inclui compostos conhecidos como
inibidores de histona desacetilase. Para ser mais especifico, o
composto (I) acima referido, um seu sal e um seu derivado
(e. g., composto (I) acetilado, forma de tiol com a ligagao S-S
reduzida etc., descrita no documento WO 02/06307) sdo utilizados
de acordo com a invengdo. Analogos de FK228 estdao descritos na
Patente US N° 6403555. O inibidor de histona desacetilase pode
ser um composto ou uma mistura de dois ou mais compostos de

férmula (I).

Como o composto inibidor de histona desacetilase, é
utilizado o composto de férmula (I). Embora o composto (I) possa
ter um estereoisdmero (e. g., FK228) com base num atomo de
carbono assimétrico ou numa ligagao dupla, tal como uma forma
opticamente activa, um isdémero geométrico e semelhantes, todos
estes isdmeros e as suas misturas também estao abrangidos pelo

ambito do composto (I).

Além disso, solvatos (e. g., compostos de inclusao (e. g.,
hidratos etc.)), formas anidras e outras formas polimérficas ou
sals farmaceuticamente aceitaveis dos compostos aqui descritos

estdo também abrangidos pelo ambito da presente invengéo.

Na descrigao da especificagao dque se segue, salvo se
particularmente especificado, uma simples referéncia a um
composto (I) significa um grupo de compostos incluindo FK228 e
um sal farmaceuticamente aceitavel, independentemente da

estereoisomeria.

Os inibidores de histona desacetilase descritos acima sao

substancias conhecidas e disponiveis. Por exemplo, o FK228, que



é um dos estereoisdmeros do composto (I), pode ser obtido por
cultura de uma estirpe pertencente ao género Chromobacterium,
que é capaz de produzir FK228, sob condig¢bes aerdbias e colheita
da substédncia do seu caldo de cultura. Como a estirpe
pertencente ao género Chromobacterium, que é capaz de produzir
FK228, por exemplo, pode ser mencionada a Chromobacterium
violaceum WB968 (FERM BP-1968). Mais especificamente, o FK228
pode ser obtido de uma estirpe produtora de FK228 como descrito
no documento JP-B-7-64872 (correspondente a Patente Us
N° 4977138). O FK228 é, de um modo preferido, colhido de uma
estirpe pertencente ao género Chromobacterium, que é capaz de
produzir FK228, porque pode ser obtido mais facilmente. O FK228
sintéticos ou semi-sintético também é vantajoso na medida em que
ndo é necessario um passo de purificacao adicional ou o numero
de passos pode ser reduzido. Analogamente, os compostos A, dque
nao o FK228, também podem ser obtidos por semi-sintese ou
sintese total por métodos conhecidos convencionais. Para ser
mais especifico, pode ser produzido de acordo com o método
descrito por Khan W. Li et al. (J. Am. Chem. Soc., Vol. 118,
7237-7238 (1996)).

Um sal farmaceuticamente aceitavel do composto (I) inclui
sais com uma base ou um sal de adicdo de acido, tais como sais
com base inorgédnica (e. g., sais de metais alcalinos tais como
sal de sédio, sal de potassio etc., sais de metais
alcalino-terrosos, tais como sal de calcio, sal de magnésio,
etc., sal de amdnio), sals com uma base orgédnica (e. g., sais de
aminas organicas, tais como sal de trietilamina, sal de
diisopropiletilamina, sal de piridina, sal de picolina, sal de
etanolamina, sal trietanolamina, sal de diciclo-hexilamina, sal
de N,N'-dibenziletilenodiamina, etc.), sais de adigdo de acidos

inorgdnicos (e. g., cloridrato, bromidrato, sulfato, fosfato,



etc.), sals de adicdao de A4cidos carboxilicos orgdnicos ou de
adicgao acidos sulfdénicos (e. g., formato, acetato,
trifluoroacetato, maleato, tartarato, fumarato,
metanossulfonato, benzenossulfonato, toluenossulfonato, etc.),
sals com um aminoacido basico ou &acido (e. g., arginina, acido

aspartico, acido glutédmico, etc.) e semelhantes.

Os agentes antitumorais compostos de platina conhecidos sao
adequados de acordo com a invengao. Exemplos especificos destes
incluem cisplatina, carboplatina e semelhantes para o agente
antitumoral composto de platina. Estes compostos podem ser
utilizados com um tipo de composto, ou dois ou mais tipos de

compostos numa mistura.

O agente antitumoral antimetabolito a ser utilizado na
presente 1invengao pode ser qualguer antimetabolito conhecido
como um agente antitumoral. Exemplos especificos incluem
5-fluoro-uracilo, tegaful e semelhantes. O agente antitumoral
antimetabolito pode ser um tipo de composto ou dois ou mais

tipos de compostos numa mistura.

O agente antitumoral taxano utilizado na presente invencgao
inclui varios componentes ou produtos semi-sintéticos seus
tendo, na estrutura, um esqueleto de taxano isolado de Taxus
brevifolia ou produtos sintéticos puros tendo um esqgueleto de
taxano. Especificamente, podem ser mencionados paclitaxel,
docetaxel e semelhantes. O agente antitumoral taxano pode ser um
tipo de composto ou dois ou mais tipos de compostos numa

mistura.

Na presente invengao, o inibidor de histona desacetilase de

férmula (I) aumenta consideravelmente, pelo menos, um tipo de



agente antitumoral seleccionado de um agente antitumoral do
grupo da platina, um agente antitumoral antimetabolito e um
agente antitumoral taxano. Portanto, o agente antitumoral e o
intensificador do efeito antitumoral da presente invencao sao
GUteis como agentes terapéuticos para doencas cancerigenas,
incluindo cancro do sangue, tumores sélidos, etc.; mais
especificamente, cancro do pulmao, 1linfoma maligno (e. g.,
reticulossarcoma, linfossarcoma, doencga de Hodgkin, etc.),
cancro do aparelho digestivo (e. g., cancro gastrico, cancro da
vesicula biliar, cancro do canal biliar, cancro do péancreas,
cancro do figado, cancro do cdélon, cancro rectal, etc.), cancro
da mama, cancro do ovario, sarcoma musculo-esquelético (e. g.,
osteossarcoma, etc.), cancro da bexiga, leucemia (e. g.,
leucemia aguda incluindo crise Dbléastica de leucemia mieldide

crbénica, etc.), cancro do rim, cancro da prdéstata e semelhantes.

O pelo menos um tipo de agente antitumoral seleccionado do
grupo consistindo num agente antitumoral do grupo da platina, um
agente antitumoral antimetabolito e um agente antitumoral taxano
pode ser um tipo de composto ou dois ou mais compostos

administrados separadamente ou numa mistura.

Na presente especificagao, salvo se particularmente
especificado, por "agente antitumoral A" entende-se "pelo menos
um tipo de agente antitumoral seleccionado do grupo consistindo
num agente antitumoral do grupo da platina, um agente

antitumoral antimetabolito e um agente antitumoral taxano".

O agente antitumoral ou composigdes farmacéuticas da
presente invencgao compreende um inibidor de histona desacetilase
de férmula (I) e um agente antitumoral A em associacao (i. e.,

agente concomitante) e pode ser qualquer, desde gue possa
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compreender um inibidor de histona desacetilase de férmula (I) e
um agente antitumoral A quando em utilizacao para administracao.
0O agente antitumoral da presente invencao pode ser uma
preparacao Unica obtida por preparacao simultaneamente do
inibidor de histona desacetilase de férmula (I) e um agente
antitumoral A, ou uma associacgao de, pelo menos, duas
preparagdes obtidas preparando separadamente um inibidor de

histona desacetilase de férmula (I) e um agente antitumoral A.

O modo de administragdo nao estda particularmente limitado,
e, por exemplo, pode mencionar-se (1) a administracao de uma
composigao contendo wum inibidor de histona desacetilase de
férmula (I) e um agente antitumoral A, nomeadamente,
administracdo de wuma Unica preparacao, (2) a administracao
simultdnea de duas preparacgdes pela mesma via de administracéo,
que sao obtidas por preparacao separadamente do inibidor de
histona desacetilase de férmula (I) e um agente antitumoral A,
(3) a administracao interpolada de duas preparagdes pela mesma
via de administracgao, que Sao obtidas por preparacgao
separadamente do inibidor de histona desacetilase de férmula (I)
e um agente antitumoral A (e. g., administracao pela ordem de um
inibidor de histona desacetilase e um agente antitumoral A, ou a
sua administragao por ordem inversa), (4) a administracgao
simulténea de duas preparacgdes por diferentes vias de
administracgao, que sao obtidas por preparagao separadamente do
inibidor de histona desacetilase de férmula (I) e um agente
antitumoral A, (5) a administracao interpolada de duas
preparagdes por diferentes vias de administragao, dque Sao
obtidas por preparagao separadamente do inibidor de histona
desacetilase de fdérmula (I) e um agente antitumoral A (e. g.,
administragao pela ordem do inibidor de histona desacetilase de

férmula (I) e um agente antitumoral A, ou a sua administracao
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por ordem inversa) e semelhantes podem ser mencionados.

O inibidor de histona desacetilase de fdérmula (I) €&, de
acordo com a invencgao, para utilizacao na intensificacao do
efeito antitumoral de, pelo menos, um agente antitumoral A
concomitante. No que se segue, esta forma de realizacao é
designada "intensificador"™. Em conformidade, quando que ©
inibidor de histona desacetilase de fdérmula (I) esta contido, o
intensificador pode conter um agente antitumoral A numa unica
preparagcao e mesmo que nao contenha um agente antitumoral A, um
agente antitumoral A pode ser administrado separadamente como um

agente concomitante.

0O modo de administracdo ndo esta particularmente limitado
e, por exemplo, pode mencionar-se (1) a administragao do
intensificador da presente 1invengao contendo o 1inibidor de
histona desacetilase de fdérmula (I) e um agente antitumoral A
numa Unica preparagao, (2) a administragdo simulténea do
intensificador e de um agente antitumoral A pela mesma via de
administracao, (3) a administracao interpolada do intensificador
e de um agente antitumoral A pela mesma via de administracgao
(e. g., administracao pela ordem de um agente antitumoral A e o
intensificador da presente invencao ou a sua administragao por
ordem inversa), (4) a administracdo simultdnea do intensificador
e de um agente antitumoral A por diferentes vias de
administracao, (5) a administracao interpolada do intensificador
e de um agente antitumoral A por diferentes vias de
administracao (e. g., administracgao pela de um agente
antitumoral A e o intensificador da presente invengao, ou a sua

administragao por ordem inversa) e outras semelhantes.
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Na presente invencgao, a proporg¢ao de mistura do inibidor de
histona desacetilase de fdérmula (I) e do agente antitumoral A
pode estar, quer sejam formulados numa uUnica preparagdao ou em
preparacdes separadas, na gama de, geralmente, 1:100-100:1, de

um modo preferido, 1:10-10:1, em proporgaoc em peso.

Quando um agente antitumoral A se destina a ser formulado
numa mistura de dois ou mais tipos seus, a proporgao de mistura
ndo esta particularmente limitada. Quando se pretende preparar
uma mistura de um agente antitumoral do grupo da platina ou um
agente antitumoral alquilante e um agente antitumoral
antimetabolito, a proporgao de mistura (proporcao em peso) esta,
de um modo preferido, na gama de 1:100-100:1; guando se pretende
preparar uma mistura de um agente antitumoral do grupo da
platina ou um agente antitumoral alguilante e um agente
antitumoral taxano, a proporgao de mistura (proporgao em peso)
estda, de um modo preferido, na gama de 1:100-100:1; e quando se
pretende preparar uma mistura de um agente antitumoral
antimetabolito e um agente antitumoral taxano, a proporgao de
mistura (proporgac em peso) estda, de um modo preferido, na gama

de 1:100-100:1.

Também € preferido administrar o agente concomitantemente
com ATRA (acido retindico todo-trans) (e. g., a administracao
como um agente combinado, administragdo simultdnea ou separada
como preparagdes individuais), com o objectivo de intensificar o

efeito antitumoral da presente invengao.

As composigdes farmacéuticas, agente antitumoral A e/ou
inibidor de histona desacetilase de férmula (I) da presente
invengcao podem ser utilizadas na forma de uma Ppreparagao

farmacéutica, tal como um sdélido, semi-sélido ou liquido
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(comprimido, pastilha, trocilho, céapsula, supositédério, creme,
pomada, aerossol, Po, liquido, emulsao, suspensao, xarope,
injecgao, etc.) contendo o inibidor de histona desacetilase de
férmula (I) e/ou um agente antitumoral A como ingrediente(s)
activo(s), gque é adequada para administracao transrectal,
intranasal, pulmonar, vaginal, externa (tépica), oral ou
parentérica (incluindo administracao subcuténea, por

implantag¢ao, intravenosa e intramuscular).

O intensificador do efeito antitumoral pode ser utilizado
na forma de uma preparagao farmacéutica, tal como um sdélido,
semi-sdélido ou liquido (comprimido, pastilha, trocilho, capsula,
supositdério, creme, pomada, aerossol, pd, liquido, emulsao,
suspensao, Xxarope, injeccgao, etc.) contendo o inibidor de
histona desacetilase de fdérmula (I) como um ingrediente activo,
que ¢é adequada para administracao transrectal, intranasal,
pulmonar, vaginal, externa (toépica), oral ou ©parentérica
(incluindo administracao subcutéanea, por implantacao,

intravenosa e intramuscular).

O agente antitumoral e o intensificador do efeito
antitumoral também pode ser produzido por métodos convencionais
utilizando varios transportadores organicos ou 1inorganicos
utilizados convencionalmente para a formagao de preparacgdes
farmacéuticas, tais como excipientes (e. g., sacarose, amido,
manitol, sorbitol, lactose, glucose, celulose, talco, fosfato de
calcio, carbonato de «calcio, etc.), agentes de condensagao
(e. g., celulose, metil celulose, hidroxipropilcelulose,
polipropilpirrolidona, gelatina, goma arabica, polietileno
glicol, sacarose, amido, etc.), desintegrantes (e. g., amido,
carboximetilcelulose, sal de cdlcio da carboximetil celulose,

hidroxipropilamido, carboxi metil amido de sdédio, hidrogeno
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carbonato de sdédio, fosfato de cdalcio, citrato de calcio, etc.),
lubrificantes (e. g., estearato de magnésio, aerosil, talco,
lauril sulfato de sdédio, etc.), correctivos (e. g., acido
citrico, mentol, glicina, laranja em pd, etc.), conservantes
(e. g., benzoato de sddio, hidrogeno sulfito de sdédio,
metilparabeno, propilparabeno, etc.), estabilizadores (acido

citrico, c¢itrato de sdédio, acido acético, etc.), agentes de

suspensao (e. g., metil celulose, polivinilpirrolidona,
estearato de aluminio, etc.), dispersantes (e. g.,
hidroxipropilmetil celulose, etc.), diluentes (e. g., agua,

etc.), materiais a base de cera (e. g., manteiga de cacau,

polietileno glicol, vaselina branca, etc.) e semelhantes.

0 agente antitumoral e o intensificador do efeito
antitumoral podem ser administrados a mamiferos, incluindo
humanos, na forma das preparagdes farmacéuticas convencionais
acima referidas sem qualquer limitacgao especifica. Em
particular, é preferida a administracao intravenosa,

intramuscular ou oral.

A dose na presente invencao pode ser ajustado para um nivel
mais baixo do que para a administragao separada de cada um do
inibidor de histona desacetilase de férmula (I) e o agente

antitumoral A.

Por exemplo, a dose é apropriadamente determinada de acordo
com varios factores, tals como o0 peso corporal e/ou idade dos

doentes e/ou gravidade da doenca e via de administracéao.

Por exemplo, quando o composto (I) é utilizado como um
inibidor de histona desacetilase e a cisplatina é utilizada como

um agente antitumoral A, a dose diaria do composto (I) e

15



cisplatina em associagao no caso de uma administracgao

intravenosa ¢é geralmente 1-1000 mg, de um modo preferido,
. . 2 .
5-100 mg, de um modo mais preferido, 10-60 mg, por 1 m da area

superficial do corpo humano, gque ¢é administrada para o
tratamento por perfusdo continua. Neste caso, a dose diaria de
composto (I) €& 0,1-100 mg, de um modo preferido, 1-50 mg, de um

modo mais preferido, 5-30 mg, na quantidade de composto (I), por

2 . o . . .
1 m da area superficial do corpo humano e a cisplatina é

administrada na dose de [dose acima de uma associagao de
composto (I) e cisplatina - dose do composto (I)].
EXEMPLOS

Os resultados dos ensaios farmacoldgicos que mostram a

utilidade da presente invencao sao apresentados a seguir.

Utilizando o FK228 como um inibidor de histona
desacetilase, <cisplatina (CDDP) como um agente antitumoral,
5-fluoro-uracilo (5-FU) como um agente antitumoral

antimetabolito e paclitaxel como um agente antitumoral taxano,
foli avaliado o efeito da utilizacgdao em associagao do inibidor de
histona desacetilase de fdérmula (I) e cada um dos agentes
antitumorais. Para o ensaio de avaliacgao, células de cancro da
préstata humanas DU-145 (obtidas de ATCC (AMERICAN TYPE CULTURE
COLLECTION)) foram cultivadas em meio de Eagle modificado de
Dulbecco contendo 10% de soro fetal bovino e aplicadas no

ensaio.
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Exemplo Experimental 1: Efeito da utilizagao em associagao

(adicdo simultdnea) de FK228 e cisplatina

Células de cancro da prodstata (6 x lO3 células/pogo) foram

cultivadas numa placa com 96 pogcos durante 24 horas e FK228
(0,1 n™M, 0,2 nM, 0,5 nM, 1 nM, 2 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM e
50 nM), cisplatina (50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1000 nM,
2000 nM e 5000 nM) ou ambos o0s agentes farmacéuticos (adigao
simultdnea da associagdo nas concentracgdes acima referidas)
foi/foram adicionados para atingir varias concentragdes. Apds

cultura durante 24 horas, as células foram lavadas duas vezes

com PBS (-) (soro fisioldgico tamponado com fosfato (isento de
calcio e magnésio)) contendo 1% de FBS (soro fetal bovino). O

meio foi mudado para um meio isento de farmacos e as células
foram cultivadas durante mais 96 h. O FK228 foi dissolvido em
etanol e diluido com um meio antes da utilizagdo e a cisplatina

foi diluida com um meio antes da utilizacao.

A actividade antitumoral apds cada tratamento foi avaliada
pelo ensaio de MTT. Para ser mails especifico, brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdnio (MTT) foi
dissolvido em PBS na concentracao de 2,5 mg/mL, sendo 20 upL do
mesmo adicionados a cada pogo e cultivados durante 4 horas.
Formazan formado por células vivas foi dissolvido pela adigao de
isopropanol acido (100 pL) e a absorvéncia de cada pogo foi

medida a um comprimento de onda de 580 nm.

Com a absorvéncia (OD) de células nao tratadas como 100%,
obteve-se curvas de resposta a concentracdo de actividade
antitumoral de um agente farmacéutico individual e de uma

associagao de agentes farmacéuticos.
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O efeito da utilizagao em associacao de FK228 e cisplatina
foi avaliado através da analise de isobologramas de acordo com ©

método de Steel et al. (Int. J. Biol. Phys. Radiat. Oncol., 5:

85-91, 1979). Nomeadamente, com base na curva de reacgdo a
concentragao de cada agente farmacéutico individual, 80% da

concentracao inibidora do crescimento (ICgp) pela utilizacgao em
associagao era determinada teoricamente e mostrado por curvas
num grafico. A concentracdo de um agente farmacéutico gue obteve
ICgp numa utilizacdo em associagao real foi tracada num grafico

(ver Fig. 1). Quando o grafico estava numa area (b) rodeada
pelas curvas, determinou-se gue estava presente um efeito
aditivo, gquando estava numa area (a) mais perto do ponto de
origem, determinou-se que estava presente um efeito sinérgico, e
quando estava numa &area (c) mais distante do ponto de origem,

determinou-se que estava presente um efeito antagonista. Foram
utilizados wvalores relativos em que a ICgg de um agente

individual era 1.

O isobolograma do Exemplo Experimental 1 estda ilustrado na
Fig. 2. Como resultado da wutilizagdo em associagao (adigao
simultdnea) de FK228 e cisplatina, a actividade antitumoral foi

notavelmente melhorada.

Exemplo Experimental 2: Efeito da utilizacgdo em associlacgéo

(adicdo continua) de FK228 e cisplatina
Células de cancro da proéstata (6 x 1O3 células/pogo) foram
cultivadas numa placa com 96 pogos durante 24 horas e FK228

(0,1 nM, 0,2 nM, 0,5 nM, 1 nM, 2 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM e 50 nM)
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e cisplatina (50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1000 nM, 2000 nM e
5000 nM) foram adicionados para atingir varias concentracdes.
Apds cultura durante 24 horas, as células foram lavadas duas

vezes com PBS(-) contendo 1% de FBS.

Apds a lavagem, o FK228 e a cisplatina foram adicionados
pela adicdo continua de ambos os farmacos em associacgao
(adicionados pela ordem FK228 = cisplatina ou cisplatina —=>FK228
para obter a combinagao de cada concentragao). A mistura foi
adicionalmente cultivada durante 24 horas e lavada duas vezes
com PBS(-) contendo 1% de FBS . O meio foi mudado para um meio
isento de farmacos e as células foram cultivadas durante mais
72 horas. O efeito da utilizacao em associagao foi avaliado por

um método semelhante ao do Exemplo Experimental 1.

O isobolograma do Exemplo Experimental 2 esta apresentado
na Fig. 3 (ordem de adigao FK228 = cisplatina) e na Fig. 4
(ordem de adigdo cisplatina = FK228). Uma intensificag¢do notavel
da actividade antitumoral foil proporcionada pela utilizagao em

associagao (adigao continua) de FK228 e cisplatina em gualquer
ordem de adicao (ordem de adigao FK228 = cisplatina ou

cisplatina = FK228).

Exemplo Experimental 3: Efeito da utilizagdo em associagao

(adigcdo simultédnea) de FK228 e 5-fluoro-uracilo

Do mesmo modo que no Exemplo Experimental 1, excepto que se
adicionou varias concentrag¢des de 5-fluoro-uracilo (5 pM, 10 uM,
20 pM, 50 uM, 100 pM, 200 uM e 500 pM) em vez de cisplatina,

avaliou-se o efeito da utilizacgao em associacgao. 0
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5-fluoro-uracilo foi diluido com um meio antes da adicéo.

O 1isobolograma do Exemplo Experimental 3 esta apresentado
na Fig. 5. A utilizacdo em associacgado (adigcao simulténea) de

FK228 e 5-fluoro-uracilo aumentou a actividade antitumoral.

Exemplo Experimental 4: Efeito da utilizagao em associagao

(adigao continua) de FK228 e 5-fluoro-uracilo

Do mesmo modo que no Exemplo Experimental 2, excepto que se
adicionou varias concentrag¢des de 5-fluoro-uracilo (5 uM, 10 uM,
20 pM, 50 pM, 100 uM, 200 pM e 500 pM para a ordem de adigéao
5-fluoro-uracilo = FK228; e 100 pM, 200 uM, 500 uM, 1000 uM,
2000 uM, 5000 pM e 10000 puM para a ordem de adigao

FK228 —> bL5-fluoro-uracilo) em vez de cisplatina, avaliou-se o
efeito da wutilizagcao em associagao. O b-fluoro-uracilo foi

diluido com um meio antes da adicgao.

O isobolograma do Exemplo Experimental 4 estd apresentado
na Fig. 6 (ordem de adigcao FK228 — b5-fluoro-uracilo) e Fig. 7
(ordem de adigao b5-fluoro-uracilo = FK228). A utilizacao em
associacado (adicao continua) de FK228 e 5-fluoro-uracilo para
qualquer ordem de adigao (ordem de adigcao FK228 — 5-fluoro-
uracilo ou b-fluoro-uracilo = FK228) aumentou a actividade

antitumoral.

Exemplo Experimental 5: Efeito da utilizagao em associagao

de FK228 e paclitaxel (adicao continua pela ordem

paclitaxel = FK228)
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Da mesma forma como no Exemplo Experimental 2, excepto gue
se adicionou varias concentragbes de paclitaxel (0,2 nM, 0,5 nM,
1 nM, 2 nM, 5 nM, 10 nM e 20 nM) pela ordem paclitaxel = FK228
em vez de cisplatina, foi avaliado o efeito da utilizacao em
associacao. O paclitaxel foi dissolvido em etanol e diluido com

um meio antes da adigao.

O isobolograma do Exemplo Experimental 5 esta apresentado

na Fig. 8. A utilizacao em associacao de FK228 e paclitaxel
(adigcdo continua pela ordem paclitaxel = FK228) aumentou a

actividade antitumoral.

Exemplo de Formulagdo 1

FK228 20 mg

etanol 20 mL

FK228 (20 mg) é dissolvido em e diluido com etanol (20 mL)

para dar uma preparacgao para injeccgao.

Exemplo de Formulagdo 2

FK228 20 mg
cisplatina 100 mg
soro fisioldgico 100 mL

FK228 (20 mg) e cisplatina (100 mg) sao dissolvidos e
diluidos com soro fisioldgica (100 mL) para dar uma preparacao

para injeccgao.
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Exemplo de Formulagdo 3

FK228 20 mg
5-fluoro-uracilo 500 mg
etanol 100 mL

FK228 (20 mg) e b5-fluoro-uracilo (500 mg) sao dissolvidos
em e diluidos com etanol (100 mL) para dar uma preparagao para

injeccgao.

Exemplo de Formulagdo 4

FK228 20 mg
Paclitaxel 20 mg
5 etanol 40 mL

FK228 (20 mg) e paclitaxel (20 mg) sao dissolvidos em e
diluidos com etanol (40 mL) para dar uma preparagao para

injecgao.

Lisboa, 26 de Agosto de 2011
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REIVINDICACOES

Utilizagao de um inibidor de histona desacetilase em
associacgao com, pelo menos, um agente antitumoral
seleccionado do grupo consistindo num agente antitumoral
taxano, um agente antitumoral composto de platina e um
agente antitumoral antimetabolito, em gue o inibidor de
histona desacetilase é o) composto representado pela

férmula (I) seguinte,

i N
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ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel, para o fabrico

de um agente antitumoral.

Utilizacgao como reivindicado na reivindicacao 1, em gue o
agente antitumoral composto de platina €, pelo menos, um de

cisplatina e carboplatina.

Utilizacgao como reivindicado na reivindicacgao 1, em que o
agente antitumoral antimetabolito é, pelo menos, um

seleccionado de 5-fluoro-uracilo e tegaful.



Utilizagao como reivindicado na reivindicagdo 1 ou 3, em

que o agente antitumoral antimetabolito é 5-fluoro-uracilo.

Utilizagao como reivindicado na reivindicacao 1, em qgue o
agente antitumoral taxano é, pelo menos, um de paclitaxel e

docetaxel.

Utilizacgao como reivindicado em qualquer das
reivindicagbes 1 a 5, em gque o agente antitumoral ¢é um
agente antitumoral para o cancro do pulmao, linfoma
maligno, cancro do aparelho digestivo, cancro da mama,
cancro do ovario, sarcoma masculo-esquelético, cancro da

bexiga, leucemia, cancro do rim ou cancro da prdstata.

Utilizacgao como reivindicado em qualquer das
reivindicagbes 1 a 6, em que o 1inibidor de histona
desacetilase de férmula (I) € o estereoisdmero FK228

ilustrado na fdérmula (II)

Agente antitumoral compreendendo, em associagao, pelo menos
um tipo de agente antitumoral seleccionado do grupo

consistindo num agente antitumoral taxano, um agente



10.

11.

12.

13.

14.

antitumoral composto de platina e um agente antitumoral
antimetabolito, e um inibidor de histona desacetilase de

férmula (I) ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel.

Agente antitumoral como reivindicado na reivindicagao 8, em
que o agente antitumoral composto de platina é, pelo menos,

um de cisplatina e carboplatina.

Agente antitumoral como reivindicado na reivindicagao 8, em
que o agente antitumoral antimetabolito é seleccionado de

5-fluoro-uracilo e tegaful.

Agente antitumoral como definido na reivindicagao 8 ou 10,
em que o agente antitumoral antimetabolito ¢é 5-fluoro-

uracilo.

Agente antitumoral como reivindicado na reivindicagao 8, em
que o agente antitumoral taxano ¢é, pelo menos, um de

paclitaxel e docetaxel.

Agente antitumoral como reivindicado em qgualquer das
reivindicagbes 8 a 12, gque é um agente antitumoral para o
cancro do pulmdao, linfoma maligno, cancro do aparelho
digestivo, cancro da mama, cancro do ovario, sarcoma
musculo-esquelético, cancro da bexiga, leucemia, cancro do

rim ou cancro da préstata.

Agente antitumoral como reivindicado em qualquer das
reivindicagdes 8 a 13, em que o inibidor de histona
desacetilase de férmula (I) ¢é o estereoisdmero FK228

ilustrado na férmula (II).



15.

16.

17.

18.

19.

20.

Inibidor de histona desacetilase de férmula (I) ou um seu
sal farmaceuticamente aceitavel para utilizagao na
intensificagcao do efeito antitumoral de, pelo menos, um
tipo de agente antitumoral concomitante seleccionado do
grupo consistindo num agente antitumoral taxano, um agente
antitumoral composto de platina e um agente antitumoral

antimetabolito.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao de acordo
com a reivindicacao 15, em que o agente antitumoral
composto de platina ¢é, pelo menos, um de cisplatina e

carboplatina.

Inibidor de histona desacetilase para utilizacgcao de acordo
com a reivindicagao 15, em dque o agente antitumoral
antimetabolito é seleccionado de, pelo menos, 5-fluoro-

uracilo e tegaful.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao de acordo
com a reivindicacao 15 ou 17, em que o agente antitumoral

antimetabolito é 5-fluoro-uracilo.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao de acordo
com a reivindicagao 15, em gque o agente antitumoral taxano

é, pelo menos, um de paclitaxel e docetaxel.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao de acordo
com qualquer das reivindicagbes 15 a 19, em dque o tumor
tratado ¢é seleccionado de cancro do pulméao, linfoma
maligno, cancro do aparelho digestivo, cancro da mama,
cancro do ovario, sarcoma musculo-esquelético, cancro da

bexiga, leucemia, cancro do rim ou cancro da préstata.



21.

22.

23.

24.

25.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao de acordo
com qualgquer das reivindicagdes 15 a 20, em que o inibidor
de histona desacetilase de férmula (I) €& o estereoisdmero

FK228 ilustrado na férmula (II).

Inibidor de histona desacetilase de fdérmula (I) ou um seu
sal farmaceuticamente aceitavel para utilizacgao no
tratamento de cancro em terapéutica de associacao,
terapéutica essa que compreende a utilizacao de, pelo
menos, um tipo de agente antitumoral seleccionado do grupo
consistindo num agente antitumoral taxano, um agente
antitumoral composto de platina e um agente antitumoral

antimetabolito.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao no
tratamento de cancro em terapéutica de associagao como
reivindicado na reivindicagao 22, em que o agente
antitumoral composto de platina é, pelo menos, um de

cisplatina e carboplatina.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao no
tratamento de cancro em terapéutica de associagao como
reivindicado na reivindicagao 22, em que o agente
antitumoral antimetabolito €& seleccionado de, pelo menos,

5-fluoro-uracilo e tegaful.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao no
tratamento de cancro em terapéutica de associagao como
reivindicado na reivindicacao 22 ou 24, em que o agente

antitumoral antimetabolito é 5-fluoro-uracilo.



26.

27.

28.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao no
tratamento de cancro em terapéutica de associacgao como
reivindicado na reivindicacgao 22, em que o agente
antitumoral taxano €&, pelo menos, um de paclitaxel e

docetaxel.

Inibidor de histona desacetilase para utilizagao no
tratamento de cancro em terapéutica de associagcao de
qualgquer das reivindicagdes 22 a 26, para utilizacao na
intensificagcao do efeito de, pelo menos, um dos agentes
antitumorais descritos em qualgquer das reivindicagdes 22 a
26, em que o tumor tratado ¢é seleccionado de cancro do
pulmdao, linfoma maligno, cancro do aparelho digestivo,
cancro da mama, cancro do ovario, sarcoma
musculo-esquelético, cancro da bexiga, leucemia, cancro do

rim ou cancro da préstata.

Inibidor de histona desacetilase para utilizacao no
tratamento de cancro em terapéutica de associagao como
reivindicado em qualquer das reivindicagbes 22 a 26, em que
0 1inibidor de histona desacetilase de foérmula (I) € o

estereoisdmero FK228 ilustrado na férmula (II).

Lisboa, 26 de Agosto de 2011
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RESUMO

"COMPOSIGOES SINERGICAS COM FK-228"

Agente antitumoral contendo, em associagao, pelo menos um
tipo de agente antitumoral seleccionado do grupo consistindo num
agente antitumoral que forma uma ligagcao c¢ruzada com ADN e
apresenta um efeito antitumoral, um agente antitumoral
antimetabolito e um agente antitumoral taxano, e um inibidor de
histona desacetilase. De acordo com a presente invencao, pode
ser proporcionado um agente antitumoral que causa efeitos
secundarios reduzidos e que tem uma actividade antitumoral

superior.
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