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RESUMO

“COMPOSIGOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO TRIOXIDO DE ARSENICO
PARA O TRATAMENTO DE UM TUMOR DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL”

A invencado refere-se a utilizacdo de compostos de arsénico

para tratar varias doencas neopldasicas (ver as curvas de
dose-resposta na Figura). Além disso, os compostos de arsénico
podem ser utilizados para tratar doencas neoplésicas

metastaticas.



DESCRICAO

“COMPOSIGCOES FARMACEUTICAS COMPREENDENDO TRIOXIDO DE ARSENICO
PARA O TRATAMENTO DE UM TUMOR DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL”

1. CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a métodos e composicdes para
o) tratamento de um tumor no sistema nervoso central,
seleccionado do grupo consistindo de neuroblastoma,
retinoblastoma, glioblastoma e oligodendroglioma. Na pratica do
tratamento de cancro, as composigdes contendo tridxido de
arsénico sao utilizadas para parar ou reverter o crescimento

neoplésico.

Mais especificamente, a presente invencao refere-se a novos
métodos quimioterapéuticos - novas utilizacdes de tridxido de
arsénico para o tratamento de um tumor no sistema nervoso
central, seleccionado de neuroblastoma, retinoblastoma,

glioblastoma e oligodendroglioma.

2. ANTECENDENTES DA INVENCAO

Em 1997, mais de um milhdo de pessoas nos Estados Unidos
irdo desenvolver algum tipo de cancro. Aproximadamente 500000
serdao curados ou estardao num estado de remissdao. Estes numeros
representam uma melhoria na taxa de cura observada ao longo da
GUltima década que ocorre, em grande parte, devido a uma deteccao

precoce, melhor tratamento e avangos na quimioterapia. Em



particular, 0s avangos na quimioterapia incluem terapia
direccionada e especifica com farmacos, na qual um farmaco é
especificamente desenvolvido para o tratamento de um determinado
tipo de cancro. Esta abordagem “direccionada para a doencga” é
concebida para identificar compostos que exercem efeitos
selectivos 1in vitro sob tipos de cancros em particular e
acompanhar estes indicios in vivo, utilizando linhas celulares
(Fiebig et al., Cancer Treatment Reviews 17:109-117 (1990)). No
entanto, a incidéncia de cancro continua a aumentar a medida que
a populagdo envelhece e a medida gue novos cancros se
desenvolvem ou ocorrem mais frequentemente, tais como em doentes
infectados com o virus da SIDA. Deste modo, ¢é evidente que
existe uma grande necessidade de regimes adicionais para tratar

doentes com cancro.

2.1. Patobiologia do Cancro

O cancro é caracterizado, principalmente, por um aumento no
numero de células anormais derivadas de um determinado tecido
normal, invasdo de tecidos adjacentes por estas células anormais
e disseminacado através do sangue e linfa de células malignas
para nddulos linfaticos regionais e para locais distantes
(metdstases). Os dados clinicos e estudos de biologia molecular
indicam que o cancro € um processo de multiplos passos gue
comeca com pequenas alteracdes pré-neopldsicas, que podem, sob

determinadas condig¢des, progredir para neoplasia.

O crescimento celular anormal pré-maligno & exemplificado
por hiperplasia, metaplasia ou, de um modo muito particular,
displasia (para revisdao de tais condigbes de <crescimento

anormal, ver Robbins e Angell, 1976, Basic Pathology, 2@ Ed.,



W.B. Saunders Co., Filadélfia, p. 68-79). A hiperplasia ¢é uma
forma de proliferagdo celular controlada, envolvendo um aumento
no numero de células num tecido ou 6rgdao, sem alteracéo
significativa na estrutura ou funcao. Apenas como um exemplo, a
hiperplasia endometrial precede, muitas vezes, o cancro do
endométrio. A metaplasia € uma forma de crescimento celular
controlado na gqual um tipo de células adultas ou totalmente
diferenciadas, substitui outro tipo de células adultas. A
metaplasia pode ocorrer em células do tecido epitelial ou
conjuntivo. A metaplasia atipica envolve um epitélio metaplédsico
um pouco desordenado. A displasia é, frequentemente, um
precursor de cancro e encontra-se principalmente no epitélio; é
a forma mais desorganizada de crescimento celular nao
neopléasico, envolvendo uma perda da uniformidade celular
individual e da orientacdao arquitectédnica das células. As
células displésicas apresentam, muitas vezes, nucleos
anormalmente grandes intensamente corados e exibem pleomorfismo.
A displasia ocorre, de um modo caracteristico, quando existe
irritacdo ou inflamacédo crdénica e é, muitas vezes, observada no

cérvix, vias respiratdrias, cavidade oral e vesicula biliar.

A lesdo neoplédsica pode evoluir clonalmente e desenvolver
uma capacidade crescente para invasdo, crescimento, metdstase e
heterogeneicidade, especialmente sob condigdes nas quais as
células neoplédsicas fogem a vigilédncia imunitdria do hospedeiro
(Roitt, I., Brostoff, J e Kale, D., 1993, Immunology, 3% ed.,

Mosby; St. Louis, ps. 17.1-17.12).



2.3. Tumores do SNC Primarios e Metastaticos

A incidéncia de tumores cerebrailis primdrios e metastdticos
estd a aumentar nos Estados Unidos. Na realidade, o arsenal de
gquimioterapéuticos para estes tipos de cancros é minimo,

enquanto a necessidade de tais terapéuticos é elevada.

O glioblastoma multiforme e outros tumores do sistema
nervoso central, primdrios e metastaticos, sdo malignidades
devastadoras. O tratamento destes tumores inclui cirurgia,
terapia de radiacdo e tratamento com agentes, tal como a
nitrosoureia BCNU. Outros agentes quimioterapéuticos utilizados
incluem procarbazina, vincristina, hidroxiureia e cisplatina.
Infelizmente, mesmo quando todas as trés modalidades (cirurgia,
terapia de radiacdo e guimioterapia) sdao utilizadas, a
sobrevivéncia média dos doentes com malignidades do sistema
nervoso central é ainda de cerca de 57 semanas. Evidentemente,
sdo necessarias novas abordagens de tratamento para doentes com
tumores do sistema nervoso central primdrios e metastaticos,
recentemente diagnosticados, bem como para doentes com tais
tumores que sdo refractdrios as modalidades anteriores. A
descoberta de novos agentes tem sido complicada devido a
inexisténcia de um modelo animal gue permita prever qgual dos
agentes serd dquimicamente eficaz contra tumores do sistema

nervoso central primdrios e metastaticos.

2.6. Arsénico e as suas Utilizagdes Médicas

Durante muito tempo o arsénico foi considerado como sendo
um veneno e um farmaco na pratica médica Ocidental e Chinesa. Na

ultima parte do século dezanove, o arsénico foi frequentemente



utilizado em tentativas de tratar doencas do sangue no Ocidente.
Em 1878, foi referido que o tratamento de um doente com leucemia
com solucdo de Fowler (uma solucdo de arsenito de potdassio)
reduziu acentuadamente a contagem de gldébulos brancos (Cutler e
Bradford, 2m. J. Med. Sci., Janeiro de 1878, 81-84). Outros
interesses na utilizacao da solucdo de Fowler como um agente
paliativo para tratar leucemia mieldide crénica (CML) séao
descritos por Forkner e Scott em 1931 (J. Am. Med. Assoc., 1931,
iii, 97) e depois confirmada por Stephens e Lawrence em 1936
(Ann. Intern. Med. 9, 1488-1502). Tipicamente, a solugao de
Fowler foi administrada oralmente a doentes com leucemia como
uma solugcdao até o nivel de gldbulos brancos diminuir para um
nivel aceitédvel ou até se desenvolverem toxicidades (tais como
queratoses da pele e hiperpigmentacao), enquanto os doentes
apreciam periodos variados de remissao. Nos anos 60, a solugéao
de Fowler foil ainda utilizada, ocasionalmente, em tentativas
para tratar CML, no entanto, a maioria dos doentes com CML foram
tratados com outros agentes quimoterapéuticos, tais como
bussulfano e/ou terapia de radiacdo (Monfardini et al., Cancer,

1973, 31:492-501).

Paradoxalmente, um dos efeitos hd muito reconhecidos da
exposicdo ao arsénico, quer seja a fonte ambiental ou medicinal,
é¢ o cancro da pele (Hutchinson, 1888, Trans. Path. Soc. Lond.,
39:352; Neubauer, 1947, Br. J. Cancer, 1:192). Existem mesmo
dados epidemioldgicos que sugerem que a utilizacado de solucao de
Fowler durante longos periodos de tempo, pode conduzir a um
aumento na 1incidéncia de cancro em locais internos (Cuzick
et al., Br. J. Cancer, 1982, 45:904-911; Kaspar et al., J. Am.
Med. Assoc., 1984, 252:3407-3408) . Desde entao, a
carcinogenicidade do arsénico tem sido demonstrada pelo facto de

conseguir induzir aberracado cromossdmica, amplificacao génica,



permutas de cromatideos irmdos e transformacgao celular (Ver
e.g., Lee et al., 1988, Science, 241:79-81; e Germolec et al.,
Toxicol. Applied Pharmacol., 1996, 141:308-318). Devido ao
efeito carcinogénico conhecido do arsénico, actualmente, a sua
unica utilizagdo terapéutica em humanos na medicina Ocidental é
no tratamento de doencas tropicais, tal como Tripanosiomose
Africana (melarsoprol ou Arsobal® por Rhéne Poulenc Rorer,
Collegeville, PA; Ver Goodman & Gilman's The Pharmacological

Basis of Therapeutics, 92 edicédo, capitulo 66, 1659-1662, 1997).

Na medicina tradicional chinesa, a pasta de &cido arsenoso
ou tridxido de arsénico tém sido utilizadas para tratar doencas
da medula do dente, psoriase, sifilis e reumatose (Chen et al.,
1995, em Manual of Clinical Drugs, Shanghai, China, Shanghai
Institute of Science and Technology, p.830). Nos anos 70, o
triéxido de arsénico tem sido aplicado experimentalmente para
tratar leucemia promielocitica aguda (APL) na China (comentado
por Mervis, 1996, Science, 273:578). A eficdcia clinica do
tridxido de arsénico foi recentemente re-investigado em 14 de 15
doentes com APL refractdria, onde foi indicado que a utilizacéo
de wuma dose intravenosa a 10 mg/dia, durante 4-9, semanas
resultou na remissdo morfoldgica completa sem supressao da
medula Ossea associada (Shen et al., 1997, Blood, 89:3354-3360).
Foi também referido que o tridxido de arsénico induziu apoptose
(morte celular programada) in vitro em células NB4, uma linha
celular de APL, e que a apoptose estd, aparentemente, associada
a regulagdo negativa do oncogene bcl-2 e redistribuicao
intracelular da proteina quimérica PML/RARQ, que sao especificas
das células APL (Chen et al., 1996, Blood, 88:1052-1061; Andre
et al., 1996, Exp. Cell Res. 229:253-260) . De um modo
semelhante, foi indicado que o melarsoprol induz apoptose em

linhas celulares representativas de leucemia crénica das células



B (Konig et al., 1997, Blood 90:562-570). E actualmente
desconhecido se a apoptose € induzida em doentes com APL, mas
alguns acreditam que seja um dos mecanismos possiveis dos

efeitos terapéuticos de determinados compostos de arsénico.

Embora o arsénico seja conhecido como sendo um veneno e um
agente carcinogéneo, existem muitos artigos que se referem a

utilizacgao de arsénico no tratamento médico.

Além disso, a partir da discussdo anterior, deverd ser
evidente que existe uma pletora de diferentes tipos de cancros,
cada um dos quais necessitando de um protocolo de tratamento
tnico. Assim, o desenvolvimento de um agente anticancerigeno de
espectro amplo é extremamente desejado. No minimo, sao
necessarios agentes anticancerigeno eficazes adicionais para

serem adicionados ao arsenal contra o cancro.

3. SUMARIO DA INVENCAO

Independentemente dos artigos contraditdérios na técnica, no
que se refere aos beneficios e riscos da administracadao de
arsénico a doentes, o0s requerentes descobriram que o tridéxido de
arsénico apresenta uma aplicabilidade ampla no tratamento de
varios cancros. A presente invencdo engloba a wutilizacdo de
triéxido de arsénico na preparacao de um medicamento para o
tratamento de um tumor do sistema nervoso central seleccionado
do grupo consistindo de neuroblastoma, retinoblastoma,

glioblastoma e oligodendroglioma.

De acordo com a presente invencadao, o tridéxido de arsénico

pode ser utilizado isolado ou em combinagdao com outros agentes



terapéuticos conhecidos (incluindo quimioterapéuticos,
radioprotectores e radioterapéuticos) ou técnicas de modo a
melhorar a qualidade de vida do doente ou para tratar a doenca
neoplédsica primaria. Por exemplo, o tridéxido de arsénico pode
ser utilizado antes, durante ou depois da administracdo de um ou
mais agentes antitumorais conhecidos, incluindo, mas nao

limitados a compostos de mostarda, mostarda nitrogenda,

clorambucilo, melfalano, ciclofosfamida, 6-mercaptopurina,
6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo, floxuridina,
metotrexato, vincristina, vinblastina, taxol, etoposido,
temiposido, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina,

bleomicina, mitomicina, cisplatina, carboplatina, fosfato de
estramustina, hidroxiureia, BCNU, procarbazina, VM-26 (vumon),
interferdes e 4cido retindico all-trans (ATRA), (Ver por
exemplo, the Physician Desk References 1997). Além disso, 0s
compostos de arsénico podem ser utilizados antes, durante ou
depois do tratamento de irradiacdo. Para o tratamento de
individuos infectados com VIH, o tridéxido de arsénico pode ser
utilizado isoladamente ou em combinacdo com AZT, ddI, dda, ddc,

d4T, 3TC e outros agentes antivirais conhecidos.

Sem desejar estar limitado por qualguer teoria, a
requerente acredita gque o tridéxido de arsénico da invencgao pode
apresentar um ou mais mecanismos de acg¢do em associagdao com o0sS
métodos aqui descritos. Por exemplo, o tridxido de arsénico pode
actuar Como um anadlogo fosfatado que interfere com 0Ss
acontecimentos de fosforilagcdo que ocorrem na transducgao de
sinal envolvida na apoptose. O arsénico pode também actuar como
um inibidor da angiogénese i. e., a formagdao de novos vasos
sanguineos limitando o fluxo sanguineo para massas celulares
pré-neoplédsicas em proliferacdo, tumores e metdstases. E bem

conhecido gue se um tumor nao ¢é 1invadido ©por —capilares



sanguineos, teria de depender da difusdao de nutrientes a partir
das suas vizinhancas e nao poderia aumentar o seu tamanho para
além de um determinado tamanho. O arsénico também pode funcionar
como um agente de diferenciacdo que faz com que células
cancerigenas e/ou pré-neopldsicas em divisdo que apresentam um
fendétipo nao diferenciado ou sub-diferenciado, se desenvolvam em
células diferenciadas em fase terminal e morram apds um numero
finito de divisdes celulares. Finalmente, o arsénico também pode
actuar de modo a sensibilizar as células cancerigenas a radiacao
e/ou quimioterapia. Deste modo, o tridxido de arsénico da
invencdo é descrito como sendo uUtil contra uma variedade de

cancros.

As composicgdes particulares da invencdo e suas propriedades

sao descritas nas seccgdes e subseccgdes que se seguem.

4. BREVE DESCRIgﬁO DAS FIGURAS

Figura 1A-1I. Curvas dose resposta mostrando o crescimento
em percentagem de varias linhas celulares de cancro, apds
exposicdo continua a 107 a 10° pug/mL de tridéxido de
arsénico durante 2 dias. Figura 1A. Linhas celulares de
leucemia CCRF-CEM, HL-60(TB), K-562, MOLT-4, RPMI-8226, SR.
Figura 1B. Linhas celulares de cancro das células néao
pequenas do pulmdao A549/ATCC, EKVX, HOP-62, HOP-92,
NCI-H226, NCI-H23, NCI-8322M, NCI-H460, NCI-H522. Figura
1C. Linhas celulares do cancro do cdélon COLO 205, HCT-116,
HCT-15, HT29, KMl2, SW620. Figura 1D. Linhas celulares do
cancro do SNC SF-268, SF-295, SF-539, SNB-19, SNB-75, U251.
Figura 1E. Linhas celulares de melanoma LOX 1MV1, MALME-3M,
M14, SK-MEL-2, SK-MEL-28, SK-MEL-5, UACC-257, UACC-62.



Figura 1F. Linhas celulares do cancro dos ovarios IGROV1,
OVCAR-3, OVCAR-5, OVCAR-8, SK-0V-3. Figura 1G. Linhas
celulares do cancro renal A498, CAKI-1, RXE 393, SN12C,
TX-10, ©UO-31. Figura 1H. Linhas celulares do cancro da
préstata PC-3, DU-145. Figura 1I. Linhas celulares do
cancro da mama MCF7, NCI/ADR-RES, MDA-MB-435, MDA-N,

BT-549, T-47D.

Figura 2. Graficos da média mostrando padrdes de
selectividade a <cada um dos principails parédmetros de
resposta para todas as linhas <celulares testadas apds
exposicdo continua a 10° a 107 pg/mL de tridéxido de

arsénico durante 2 dias.

Figura 3A-3I. Curvas de resposta a dose mostrando o
crescimento em percentagem de varias linhas celulares de
cancro apds exposicdo continua a 10° a 107° ng/mL  de
tridéxido de arsénico durante 6 dias. Figura 3A. Linhas
celulares de leucemia CCRF-CEM, K-562, MOLT-4, RPMI-8226.
Figura 3B. Linhas celulares de cancro das células néao
pequenas do pulmao, EKVX, HOP-62, HOP-92, NCI-H226,
NCI-H23, NCI-H322M, NCI-H460, NCI-H522. Figura 3C. Linhas
celulares do cancro do c¢bélon COLO 205, HCT-116, HCT-15,
HT29, KM12, SW620. Figura 3D. Linhas celulares do cancro do
SNC SF-268, SF-295, SF-539, SNB-75, U251. Figura 3E. Linhas
celulares de melanoma LOX IMmvi1, MALMI-3M, SK-MEL-2,
SK-MEL-28, SK-MEL-5, UACC-257, UACC-62. Figura 3F. Linhas
celulares do cancro dos ovarios IGROV1, OVCAR-3, OVCAR-5,
OVCAR-8, SK-0V-3. Figura 3G. Linhas celulares do cancro
renal 786-0, A498, CAKI-1, RXF 393, S12C, TK-10. Figura 3H.

Linhas celulares do cancro da prdstata DU-145. Figura 3I.
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Linhas celulares do cancro da mama MCF7, NCI/ADR-RIS,
MDA-MB-231/ATCC, HS 578T, MDA-MB-435, MDA-N, BR-549, T-47D.

Figura 4, Gréaficos da média mostrando padrdes de
selectividade a cada um dos principals parédmetros de
resposta, para todas as linhas celulares testadas apds
exposicdo continua a 10° até 10° pg/mL de tridxido de

arsénico durante 6 dias.

5. DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Sao aqui descritos métodos e composicgdes para o tratamento
de um tumor no sistema nervoso central seleccionado de
neuroblastoma, retinoblastoma, glioblastoma e oligodendroglioma.
A invencao ¢€é Dbaseada, em parte, num regime de dosagem para
administracdo de tridéxido de arsénico. A invengdo € também
baseada, em parte, na poténcia do tridéxido de arsénico da
invengdao contra um tumor do sistema nervoso central seleccionado
de neuroblastoma, retinoblastoma, glioblastoma e

oligodendroglioma

A invencdo inclui também um método de tratamento de um
tumor do sistema nervoso central seleccionado de neuroblastoma,
retinoblastoma, glioblastoma e oligodendroglioma num mamifero,
que compreende administrar, a um mamifero, uma dose
terapeuticamente eficaz e nao letal de um ou mais compostos

arsénicos.

Geralmente, o especialista na técnica ird reconhecer que a
forma de tridxido de arsénico a ser utilizada devera ser

terapeuticamente eficaz sem toxicidade excessiva. A toxicidade

11



estd dependente da dose, da forma de dosagem, do modo de

administracdo e frequéncia da dosagem.

Como aqui utilizado, o “tridéxido de arsénico” refere-se a
uma forma farmaceuticamente aceitdvel de tridxido de arsénico
incluindo sais, solucdes, complexos, quelatos e compostos
orgédnicos e 1inorgdnicos incorporando arsénico. O tridxido de
arsénico da presente invencao pode ser sintetizado ou adgquirido
comercialmente. Por exemplo, o0s compostos podem ser preparados a
partir de técnicas guimicas bem conhecidas. (Ver por exemplo,
Kirk-Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology 4 ed. volume 3,
ps. 633-655 John Wiley & Sons).

Numa forma de realizacgao, o tridéxido de arsénico da
invencdo é dissolvido numa solucdao aquosa de hidréxido de sdédio,
com o pH ajustado para uma gama fisiologicamente aceitavel,

e. g., cerca de pH 6-8.

Pode ser utilizado qualguer modo de administracao de acordo
com a presente inveng¢ao incluindo, mas nao limitado a,
administracdo parentérica, tal como administrac¢cdo intravenosa,
subcutéanea, intramuscular e intratecal; também pode ser
utilizada a administracado oral, intranasal, rectal ou vaginal;
directamente no tumor; emplastros transdérmicos; dispositivos de
implante (particularmente, para libertacdo 1lenta); finalmente,
pode ser utilizada a administracao tdpica. 0 modo de

administragdo ird variar de acordo com a doenga a ser tratada.

As composigdes farmacéuticas a serem utilizadas podem esta
na forma de solugdes fisiologicamente aceitdveis estéreis
(aquosas ou orgédnicas), suspensdes coloidais, cremes, unguentos,

pastas, céapsulas, comprimidos revestidos, comprimidos e hdstias.
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BAs composigbes farmacéuticas compreendendo tridxido de arsénico
da invencdo podem ser colocadas em recipientes e/ou ampolas de
vidro estéreis selados. Além disso, o© ingrediente activo pode
ser micro-encapsulado, encapsulado num lipossoma, niossoma ou
lipoespuma, 1isoladamente ou em combinagcdo com anticorpos de
direccionamento. Devera ser reconhecido que também estéao
incluidas as formas de administracdo de libertacdo sustida ou

lenta retardada.

Os compostos arsénicos da presente invencao podem ser
utilizados contra tumores primdrios e metastdticos do Sistema

Nervoso seleccionados de

Neuroblastoma

Retinoblastoma

Glioblastoma

Oligodendroglioma

0O termo “um método para tratar tumores primdrios e

metastaticos do sistema nervoso central” como aqui utilizado,
significa que a doenca e os sintomas associados com a doenga sao
aliviados, reduzidos, curados ou, de outro modo, colocados num

estado de remissao.

O termo “refractdrio” como aqui utilizado, significa que as
malignidades sdo geralmente resistentes ao tratamento ou cura. O
termo “refractdario’”, quando utilizado nos termos anteriores,

significa que as malignidades que sé&ao, geralmente, resistentes
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ao tratamento ou cura sao aliviadas, reduzidas, curadas ou

colocadas num estado de remissao.

Como aqui wutilizado, os termos *“um agente terapéutico”,
rZi . A . ” 11 . ” Iz 4 2 A 4 ”
regime terapéutico”, radioprotector”, quimioterapéutico
significa férmacos e terapias com fédrmacos convencionais,
incluindo vacinas, para o tratamento de cancro, infecg¢des virais
e outras malignidades, que sao conhecidas para os especialistas
na técnica. 0Os agentes “radioterapéuticos” sado bem conhecidos na

técnica.

Como aqui utilizado, “um método de tratamento de cancro” ou
“um método de tratamento de doencgas neoplédsicas” significa que a
doenca e os sintomas associados com a doenca sao aliviados,
reduzidos, curados ou colocados num estado de remissdao. Além
disso, o crescimento do tumor € inibido e/ou o tamanho do tumor

¢ reduzido.

Como aqui utilizado, célula pré-neopldsica refere-se a uma
célula gque estd na transicdo entre uma forma normal e uma forma
neoplédsica; e evidéncia morfoldgica, suportada crescentemente
por estudos de Dbiologia molecular, indica gue a preneoplasia
progride ao longo de véarios passos. O crescimento celular nao
neoplédsico consiste em hiperplasia, metaplasia ou, de um modo
muito particular, displasia (para revisdao de tais condigdes de
crescimento anormal (Ver Robbins e Angell, 1976, Basic
Pathology, 2@ Ed., W.B. Saunders Co., Filadélfia, p. 68-79). A
hiperplasia ¢é uma forma de proliferacdao celular controlada
envolvendo um aumento no numero de células num tecido ou dérgao,
sem alteracdo significativa na estrutura ou funcdo. Apenas como
um exemplo, a hiperplasia endometrial precede, muitas vezes, ©

cancro do endométrio. A metaplasia é uma forma de crescimento
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celular controlado na gqual um tipo de células adulta ou
totalmente diferenciada substitui outro tipo de célula adulta. A
metaplasia pode ocorrer em células do tecido epitelial ou
conectivo. A metaplasia atipica envolve um epitélio metapldsico
um pouco desordenado. A displasia é frequentemente um precursor
de cancro e encontra-se principalmente no epitélio; é a forma
mais desordenada de crescimento celular nao neopléasico,
envolvendo uma perda da uniformidade celular individual e da
orientacdo arquitectédnica das células. As células displésicas
apresentam, muitas vezes, nucleos anormalmente grandes,
intensamente corados e exibem pleomorfismo. A displasia ocorre,
de um modo caracteristico, quando existe irritacdao ou inflamacéao
crénica e é, muitas vezes, observada no cérvix, vias
respiratdérias, cavidade oral e vesicula biliar. Embora as lesdes
pré-neopldsicas possam progredir para neoplasia, estas
permanecem estdveis durante longos periodos de tempo e podem
mesmo regredir, particularmente se o agente indutor for removido
ou se a lesdao sucumbir a um ataque 1imunoldégico pelo seu

hospedeiro.

Os regimes terapéuticos e composicgdes farmacéuticas da
invencdo podem ser utilizados com potenciadores de resposta
imunitdria adicionais ou modificadores da resposta bioldgica
incluindo, mas nao limitados a, citocinas IFN-o, IFN-y, IL-2,
IL-4, IL-6, TNF ou outros imunoestimulantes/imunomoduladores. De
acordo com este aspecto da invencdo, o tridxido de arsénico é
administrado em terapia de combinagcdo com um ou mais destes

agentes.

15



5.1. Formulacédo

O tridéxido de arsénico da invencdo pode ser formulado em
preparagdes farmacéuticas para administracdo a mamiferos, para o
tratamento de cancro do sistema nervoso central, seleccionado de
neuroblastoma, retinoblastoma, glioblastoma e oligodendroglioma.
As composicgdes compreendendo um composto da invencdo formulado
num veiculo farmacéutico compativel, podem ser preparadas,
embaladas, rotuladas para o tratamento de e utilizadas para o
tratamento do tumor indicado, tal como tumor do sistema nervoso
central seleccionado de neuroblastoma, retinoblastoma,

glioblastoma e oligodendroglioma.

Se o complexo for soluvel em 4&gua, pode depoils ser
formulado num tampdao apropriado, por exemplo, solugdao salina
tamponada com fosfatos ou outras solugdes fisiologicamente
compativeis. Alternativamente, se 0 complexo resultante
apresentar pouca solubilidade em solventes aquosos, pode depois
ser formulado com um tensiocactivo nado idénico, tal como Tween,
polietilenoglicol ou glicerina. Depoils, o tridéxido de arsénico e
seus solvatos fisiologicamente aceitdveis podem ser formulados
para administracdao por inalacdo ou insuflagao (guer através da
boca ou nariz) ou administracdo oral, Dbucal, parentérica,
tdépica, dérmica, vaginal, dispositivo de distribuicdo de
farmaco, e. g., material poroso ou viscoso, tal como lipoespuma,
rectal ou, no caso de tumores, directamente injectados num tumor

sélido.

Para administracdo oral, a preparacao farmacéutica pode
esta na forma liquida, por exemplo, solugdes, xaropes ou
suspensdes ou podem ser apresentadas como um produto pré-farmaco

para reconstituicdo com &dgua ou outro veiculo adegquado antes da
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utilizacado. Tais preparacdes liquidas podem ser preparadas por
meios convencionais com aditivos farmaceuticamente aceitéveis,
tais como agentes de suspensao (e. g., xarope de sorbitol,
derivados de celulose ou gorduras comestiveis hidrogenadas);
agentes emulsionantes (e. g., lecitina ou acéacia); veiculos néao
aquosos (e. g., O6leo de améndoa, ésteres oleosos ou O&leos
vegetais fraccionados); e conservantes (e. g., metil ou propil-
p-hidroxibenzoatos ou acido sérbico). As composicdes
farmacéuticas podem assumir a forma de, por exemplo, comprimidos
ou cdapsulas preparadas por meios convencionais com excipientes
farmaceuticamente aceitdveis, tais como agentes de ligacao
(e. g., amido de milho pré-gelatinado, polivinilpirrolidona ou
hidroxipropilmetilcelulose); enchimentos (e. g., lactose,
celulose microcristalina ou hidrogenofosfato de cédlcio);

lubrificantes (e. g., estearato de magnésio, talco ou silica);

desintegrantes (e.g., amido de Dbatata ou amido glicolato de
sédio); ou agentes humidificantes (e. g., laurilsulfato de
s6dio). Os comprimidos podem ser revestidos por métodos bem

conhecidos na técnica.

As preparac¢des para administracao oral podem ser
formuladas, de um modo adequado, para proporcionar a libertacao

controlada do composto activo.

Para administracdo bucal, as composic¢cdes podem assumir a
forma de comprimidos ou pastilhas formuladas de modo

convencional.

Para administrag¢do por inalagdo, o tridéxido de arsénico,
para utilizacao de acordo com a presente invencgao, é
distribuido, de um modo conveniente, na forma de uma vaporizacao

por aerossol a partir de embalagens pressurizadas ou um
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nebulizador, com a utilizacdo de um propulsor adequado, e. g.,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, didéxido de carbono ou outro géas
adequado. No caso de um aerossol pressurizado, a unidade de
dosagem pode ser determinada ao proporcionar uma valvula para
distribuir uma quantidade doseada. As cdpsulas e cartuchos de
e. g., gelatina, para utilizacdo num inalador ou insuflador,
podem ser formulados contendo uma mistura de pd do composto e

uma base em pd adequada, tal como lactose ou amido.

o) tridéxido de arsénico pode ser formulado para
administracdo parentérica por injeccdo, e. g., por injeccao em
bolus ou infusdo continua. Tais formulacgdes sao estéreis. As
formulagcdes para injeccdo podem ser apresentadas na forma de
dosagem unitaria, e. g., em ampolas ou em recipientes de
multi-dose, com a adicado de conservante. As composicgdes podem
assumir tais formas como suspensdes, solugdes ou emulsdes em
veiculos oleosos ou aquosos e podem  conter agentes de
formulacdo, tais como agentes de suspensado, estabilizacdo e/ou
dispersao. Alternativamente, o ingrediente activo pode estar na
forma de pd para constituicdo com um veiculo adequado, e. g.,

dgua estéril livre de pirogénios, antes da utilizacéo.

O tridéxido de arsénico pode também ser formulado em
composigdes rectais, tais como supositdrios ou enemas de
retencao, e.g., contendo bases de supositdédrio convencionais,

tais como manteiga de cacau ou outros glicéridos.

Para além das formulagdes anteriormente descritas, o
tridéxido de arsénico também pode ser formulado como uma
preparagao de depdsito. Tais formulagdes de accao longa podem

ser administradas por implante (por exemplo, subcutaneamente ou
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intramuscularmente) ou através de injeccdo intramuscular. Assim,
por exemplo, o tridéxido de arsénico pode ser formulado com
materiais hidrofdbicos ou poliméricos adequados (por exemplo,
como uma emulsdo num o&leo aceitdvel) ou resinas de permuta
iénica ou como derivados pouco soluveis, por exemplo, como um
sal pouco soluvel. Os lipossomas e emulsdes sao exemplos bem
conhecidos de veiculos ou veiculos de distribuicdo para farmacos

hidrofilicos.

As composicdes podem, se desejado, ser apresentadas numa
embalagem ou dispositivo doseador que pode conter uma ou mais
formas de dosagem unitdrias contendo o ingrediente activo. A
embalagem pode, por exemplo, compreender uma folha de metal ou
plastico, tal como uma embalagem em blister. A embalagem ou
dispositivo doseador pode ser acompanhado por instrugdes para a

administracao.

A invencao refere-se também a kits para efectuar o0s regimes
terapéuticos da invencado. Tais kits compreendem um ou mais
recipientes com quantidades terapeuticamente eficazes do
triéxido de arsénico na forma farmaceuticamente aceitdvel. O
tridxido de arsénico num frasco de um kit pode estar na forma de
uma solucdo farmaceuticamente aceitavel, e. g., em combinacéo
com solucao salina estéril, solucao de dextrose ou solucgéao
tamponada ou outro fluido estéril farmaceuticamente aceitavel.
Alternativamente, o complexo pode ser liofilizado ou dissecado;
neste caso, o kit compreende também, opcionalmente, num
recipiente, uma solucdo farmaceuticamente aceitavel (e. g.,
solucao salina, solucao de dextrose, etc.), de um modo
preferido, estéril, para reconstituir o complexo de modo a

formar uma solugdo com o objectivo de injeccéo.
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Noutra forma de realizacdo, um kit compreende também um
agulha ou seringa, de um modo preferido, embalada na forma
estéril, para injectar o complexo e/ou um toalhete com &alcool
embalado. As instrug¢des sao incluidas, opcionalmente, ©para
administracdao de tridxido de arsénico por um médico ou pelo

doente.

A magnitude de uma dose terapéutica de um tridéxido de
arsénico no controlo agudo ou crénico de um tumor no sistema
nervoso central, seleccionado de neuroblastoma, retinoblastoma,
glioblastoma e oligodendroglioma ird variar de acordo com a
gravidade da patologia a ser tratada e da via de administracgéo.
L dose e, possivelmente, a frequéncia da dose irdo também variar
de acordo com a idade, peso corporal, patologia e resposta do
doente individual. Em geral, a dose didria total varia entre as
patologias aqui descritas sao, geralmente, de cerca de 10 pg a
cerca de 200 mg administradas em doses divididas, administradas
parentericamente, oralmente ou topicamente. Uma dose diaria
preferida é de cerca de 0,5 mg a cerca de 70 mg do ingrediente

activo.

Os niveis sanguineos desejados podem ser mantidos através
de uma 1infusdao continua de um tridxido de arsénico como
comprovado pelos niveis plasmaticos. Deverd ser notado que o
médico responsdvel deverd saber como e quando terminar,
interromper ou ajustar a terapia para uma dosagem inferior
devido a toxicidade ou disfungbes na medula o&ssea, figado ou
rins. Inversamente, o médico responsavel saberd também como e
quando ajustar o tratamento para niveis mais elevados caso a
resposta clinica ndo seja adequada (evitando efeitos secundarios

téxicos) .
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Novamente, pode ser empregue qualquer via de administracao
adequada para proporcionar ao doente uma dosagem eficaz de um
tridéxido de arsénico. Por exemplo, pode ser empregue a

administracdo oral, rectal, vaginal, transdérmica, parentérica

(subcutédnea, intramuscular, intratecal). As formas de dosagem
incluem comprimidos, trociscos, comprimidos revestidos,
dispersodes, suspensodes, solucgdes, capsulas, emplastros e
semelhantes. (Ver, Remington's Pharmaceutical Sciences.)

As composicgbes farmacéuticas compreendem um tridxido de
arsénico como o) ingrediente activo ou um seu sal
farmaceuticamente aceitdvel e podem também conter um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e, opcionalmente, outros
ingredientes terapéuticos, por exemplo, antivirais. O termo
“sais farmaceuticamente aceitdveis” refere-se a sais preparados
a partir de 4acidos e bases nao téxicos farmaceuticamente

aceitdaveis, incluindo bases e &cidos inorgédnicos e organicos.

As composicdes farmacéuticas incluem composicgdes adequadas
para administrac¢ao oral, rectal, vias mucosais, transdérmica,
parentérica (incluindo subcuténea, intramuscular, intratecal e
intravenosa), embora a via mais adequada em qualguer caso
considerado esteja dependente da natureza e gravidade da

patologia a ser tratada.

No caso onde ¢é empregue uma composicado de infusao ou
injeccdo intravenosa, uma gama de dosagem adequada para
utilizacdao ¢é, e. g., de cerca de 0,5 mg a cerca de 150 mg de

dose didria total.

Além disso, o veiculo do tridéxido de arsénico pode ser

distribuido via matrizes carregadas e nao carregadas, utilizadas
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como dispositivos de distribuicdo de farmaco, tais como
membranas de acetato de celulose, também através de sistemas de
distribuicao direccionada, tal como lipossomas fusogénicos

ligados a anticorpos ou antigénios especificos.

Na wutilizacdo pratica, o tridéxido de arsénico pode ser
combinado como o ingrediente activo em mistura intima com um
veiculo farmacéutico, de acordo com técnicas de composicgéao
farmacéutica convencionais. 0O veiculo pode assumir uma grande
variedade de formas dependendo da forma de preparacao desejada
para administracdo, e. g., oral ou parentérica (incluindo
comprimidos, céapsulas, pds, injeccdes ou infusdes intravenosas).
Na preparacao das composicdes para forma de dosagem oral, pode
ser empregue qualgquer um dos meios farmacéuticos convencionais,
e. g., 4&agua, glicdis, Oleos, 4alcooils, agentes aromatizantes,

conservantes, agentes corantes e semelhantes; no caso de

preparagdes liquidas orais, e. g., suspensdes, elixires,
lipossomas e aerossdis; amidos, acucares, celulose
microcristalina, diluentes, agentes de granulacao,

lubrificantes, ligandos, agentes de desintegracdo e semelhantes
no caso de preparacgdes sdbélidas orais e. g., pods, capsulas e
comprimidos. Na preparacao das composicdes para forma de dosagem
parentérica, tais como injecgdo ou infusdo parentérica, podem
ser empregues meios farmacéuticos semelhantes, e. g., &agua,
glicdéis, oéleos, tampdes, acgucar, conservantes e semelhantes
conhecidos pelo especialista na técnica. Exemplos de tais
composigdes parentéricas incluem, mas nédo estao limitadas a
Dextrose a 5% p/v, solucdo salina normal e outras solucgdes. A
dose total de tridéxido de arsénico pode ser administrada num
frasco de fluido intravenoso, e. g., variando de cerca de 2 mL a
cerca de 2000 mL. O volume do fluido de diluigdo irad variar de

acordo com a dose total administrada.
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5.2. Cancros Alvo

Os cancros que podem ser tratados pelos métodos descritos

incluem, neuroblastoma e retinoblastoma.

6. EXEMPLOS DE REFERENCIA

As seguintes subseccgdes descrevem o teste de uma composicao
farmacéutica compreendendo tridéxido de arsénico in vitro,
utilizando um painel de 1linhas celulares de cancro empregues
pelo National Cancer Institute (NCI). Os resultados demonstram
que o tridxido de arsénico é eficaz na inibig¢do do crescimento
de uma vasta gama de células de leucemia e células de cancro

in vitro.

6.1. METODOS E MATERIAIS

O tridéxido de arsénico (1 mg/mL, 10 mg/ampola, preparado
por Taylor Pharmaceuticals, Decatur, Illinois) foi testado a
cinco concentracgdes, cada uma em diluicao de 10 vezes, 1. e

107°, 10°% 107, 10°, e 107° pg/mL.

7

Os testes 1in vitro foram efectuados por incubacgdo das
células de teste na presenca da concentracao individual de
tridoxido de arsénico sob condigdes de cultura convencionais,
durante um periodo de tempo designado, gque ¢ seguido por uma
ensaio de proteina sulforodamina B (SRB) para estimar a

viabilidade ou crescimento celular. As linhas celulares sao
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organizadas em subpanéis de acordo com a origem das linhas
celulares, e. g., leucemia, cancro da mama, etc. Uma descricao
das linhas celulares e método do teste é descrita em Monk et al.
(1997, Anticancer Drug Des. 12:533-41) e Weinstein et al.,

(1997, Science 275:343-9).

De seguida sao descritos o0s processos de andlise e

apresentacao de dados.
A determinacdo de um efeito & expressa em Percentagem de
Crescimento (PG). O efeito determinado do composto numa linha

celular ¢é calculado de acordo com uma das duas seguintes

expressdes:

Se (ODieste Média — OD,ero Média) 2 0, entédo

PG = 100 x (ODteste Média-OD,. ., Média) / (ODcontroio Média—OD, ., Média)

Se (ODteste Média — ODgero Média) < 0, entao

PG = 100 x (ODteste Média—OD,cro Média) /OD,ero Média

onde:

ODyero Média = a média das determinacgdes da densidade oéptica da
cor derivada da SRB, imediatamente antes da
exposicado das células aos compostos de teste;

ODteste Média = a média das determinacgdes da densidade déptica da

cor derivada da SRB apds a exposicao das células
aos compostos de teste durante um periodo de

tempo designado; e
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ODeer1 Média = a média das determinacdes da densidade o6ptica da
cor derivada da SRB apds nenhuma exposicdo das
células aos compostos de teste durante um periodo

de tempo designado;

A Tabela 1 e 2 mostram os dados experimentais recolhidos
contra cada linha celular. As primeiras duas colunas descrevem o
subpainel (e. g., leucemia) e linha celular envolvida (e. g.,
CCRF-CEM) . As seguintes duas colunas indicam a ODger, Média e
ODctr1 Média; as cinco colunas seguintes mostram a ODieste Média
para cada uma de cinco concentracgdes diferentes. Cada
concentragdo é expressa como o logj, (molar ou pg/mL). As cinco
colunas seguintes indicam a PG calculada para cada concentracao.
Os parametros de resposta GIS50, TGI e LC50 sao valores
interpolados representando as concentracdes as quais a PG €& +50,
0, e -50, respectivamente. Algumas vezes estes pardmetros de
resposta nao podem ser obtidos por interpolacéao. Se, por
exemplo, todas as PG numa determinada fila excedem +50, entao,
nenhum dos trés pardmetros pode ser obtido por interpolacdao. Em
tal caso, os valores apresentados para o pardmetro de resposta é
a concentracao testada mais elevada e é precedido por um sinal
“>"_  Esta pratica estende-se, de um modo semelhante, a outras
situagdes possiveis onde nao pode ser obtido um parémetro de

resposta por interpolagao.

E obtida uma curva de dose-resposta (ver Figuras 1A-1I e
3A-31) para o conjunto de dados, ao representar graficamente as
PG em funcao da log;g da concentracao correspondente para cada
linha celular. As curvas das linhas celulares sao agrupadas por
subpainel. As linhas horizontais sdo proporcionadas para o valor

de PG de +50, 0 e -50. As concentracgdes correspondentes aos
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pontos onde as curvas interceptam estas linhas sao o GI50, TGI e

LC50, respectivamente.

Um grafico da média (Figuras 2 e 4) facilita a andlise
visual dos dados para potenciais padrdes de selectividade para
linhas celulares particulares ou para subpainéis particulares no
que se refere a um pardmetro de resposta seleccionado. As
diferencas nos aparentes padrdes de selectividade podem correm
para o mesmo composto contra as mesmas linhas celulares, gquando
sdo comparados diferentes parédmetros. A pagina dos graficos da
média do conjunto de dados mostra os graficos da média a cada um
dos principais parédmetros de resposta: G150, TGI, e LC50. As
barras que se prolongam para a direita representam a
sensibilidade da linha celular para o agente de teste em excesso
da sensibilidade média de todas as linhas celulares testadas.
Uma vez que a escala da barra é logaritmica, uma barra com 2
unidades para a direita implica dque o composto atinge o
parédmetro de resposta (e. g., GI50) para a linha celular a uma
concentragcdo cem vezes a concentracdo média necessaria em
relacdao a todas as linhas celulares e, deste modo, a linha
celular é anormalmente sensivel a esse composto.
Consequentemente, as barras que se prolongam para a esquerda
implicam menos sensibilidade que a média. Se para um farmaco e
linha celular em particular nao foi possivel determinar o
pardmetro de resposta desejado por interpolacdo, o comprimento
da barra apresentado € a concentracgcao testada mais elevada (e o
logyp listado do pardmetro de resposta serd precedido por um “>")
ou a concentracdo testada mais baixa (e o 1logiy, listado seré

precedido por um “<”).

0O wvalor em gqualquer um dos limites (> ou <) ¢é também

calculado na média utilizada para o grafico da média. Deste
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modo, a média utilizada no grafico da média pode naoc ser, por
exemplo, a média verdadeira do GI50. Por esta razado, este valor
é referido como a MG_MID (para o ponto central do grafico da

média) .

6.2. RESULTADOS

Os resultados dos dois conjuntos de testes sdao apresentados
abaixo. No primeiro conjunto, as células de 56 linhas celulares
de cancro diferentes foram expostas, continuamente, a cinco
concentragdes de tridxido de arsénico durante dois dias antes de
efectuar o ensaio de SRB. No segundo conjunto, as células de
50 linhas <celulares diferentes (um subconjunto das primeiras
56 linhas celulares, mais a linha celular de cancro renal 786-0)
foram expostas, continuamente, durante seis dias antes do ensaio

de SRB.
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TABELA 1

Log 10 Concentragdo

Densidades Opticas Médias

Tempo Ctrl -§,9 -7,9 -6,9

Zero
Leucemia
CCRE-CEM 0,300 1,155 1,203 1,195 1,134
HL-60(TB) 0,233 0,530 0,533 0,507 0,535
K-562 0,209 1,416 1,387 1,431 1,418
woLT-4 0,134 0,438 0,465 0,454 Q454
RPHI-8226 0,257 0,893 (0,868 (0,848 0,813
SR 0,158 0,457 0,454 0,425 0,457
Cancro das Células Hao Pequanas do Pulméo
BS49/RTCC 0,015 0,477 0,479 0,486 0,476
EKVX 0,342 0,736 0,809 0,849 0,84l
Hop-62 (0,335 1,109 1,088 1,099 1,113
HoP-92 0,505 1,694 1,554 1,603 1,477
lcl-#226 0,560 0,932 0,967 0,918 0,%7
Hcl-#23 0,648 1,622 1,769 1,822 1,880
licl-8322 0,382 0,997 1,103 1,036 0,976
lcl-ade0 0,29 1,235 1,137 1,186 1,234
cl-ws22 0,478 1,138 1,332 1,135 1,189

-5,9

Percentagem dz Crescimento

-4,9

0,28
0,21
0,19
0,14
0,20
0,11

5
3
9
b
4
l

-4,9 -7,9- 6,9 5,9 -4,9

100
119

88
109
115
117
89
129

105
57
101
105

89

102
129
99
52
%6
121
106
%5
100

60

108

1130

97
7
109
101
99
92
63

58
b1
{9
-11

6150

1,11E-06
3,19E-06
2,63E-06
2,96E-06
1,88E-06
1,63E-06

s

1, 26E-05
5, 91E-06
7, 18E-06
4,50E-06
» 1, 26E-05
> 1, 26E-05
> 1, 26E-05
1, 208-05
1,79E-06

161

1, 00E-05 >

LC50

» 1, 268-05

1,03E-05» D> 1,208-05

1,108-05 >
» 1,26E-05 >
7,238-06 »
5,85E-06 »

» 1, 208-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
» 1,26E-05
» 1,26E-05
» 1,26B-05
» 1,26B-05

7, 08E-06

> 1,268-05
> 1,268-05
> 1, 268-05
> 1, 268-05

» 1, 268-05
> 1,268-05
> 1,268-05
> 1,268-05
> 1, 268-05
> 1, 268-05
> 1,268-05
> 1,268-05
> 1,268-05



TABELA 1 (continuagio)

Tempo

4ero

Cancro do Colon

coLo 205
HCT-116
HCT-15
1129
K12
Si-620

0,328
0,301
0,219
0,095
0,189
0,153

Cancto do SHC

SF-268
SF-295
SF-539
SHB-19
SHB-75
U251
Yelanoma
LOX IMVI
MALME-3M
14
SK-MEL-2
SK-MEL-28
SE-MEL-5
UACC-257
UACC-62

0,203
0,249
0,132
0,17
0,501
0,192

0,173
0,47%
0,123
0,388
0,513
0,454
0,59
0,306

Ctrl

Log 10 Concentragdo
Densidades Opticas Médias  Percentagem de Crescimento

-§,9 -19% <69 59 49 -89 -7,9-6,9 59 -9 GL50

1,425 1,414 1,576 1,434 0,935 103 102 117 104 57 »I,26E-05

741,508 1,480 1,488 1,391 0,685 9 93 95 86 30 5,53E-06

1,800 1,627 1,673 1,522 0,504 113 100 104 95 20 ¢, 90E-0¢

0,637 0,599 0,580 0,479 0,165 112 104 100 80 15  3,03E-0¢
0,744 0,728 0,707 0,737 0,57 100 9 106 99 68 »I,26E-05
0,898 0,868 0,857 0,779 0,267 102 9 9 85 16 ¢ 05E-0¢

0,821 0,73 0,815 0,767 0,334 110 94 108 100 23 5, 03E-0¢
0,951 0,978 0,938 0,938 0,635 93 % 91 91 51 »I,26E-05
0,491 0,516 0,506 0,435 0,110 109 117 113 92 -17 3,06E-0¢
0,857 0,880 0,887 0,883 0,437 93 97 98 97 36 7, 36E-0¢

-~
i

0,925 1,049 1,134 (,703 0,438
0,789 0,792 0,803 0,680 0,061 98 99 101 B0 -68 2,02E-0¢

100 115 37 -13 §,548-07

L175 1,170 0,974 0,997 0,319 89 88 71 73 13 3,03E-0¢
1,006 0,949 0,868 0,819 0,275 138 123 102 90 -42 2,51 E-0¢
0,602 0,635 0,592 0,549 0,136 98 105 9 87 3 3,45E-0¢
0,76 0,714 0,735 0,67 0,323 113 103 110 91 -17 3,03E-0¢
1,088 1,107 1,093 1,057 0,546 100 103 101 94 6  3,96E-0O¢
2,049 2,066 2,025 1,748 0,460 9% 97 95 7§ 0 2,90E-0¢
1,149 1,128 1,165 1,078 0,814 101 97 104 86 40 7, 76E-0O¢
1,11 1,106 1,108 1,050 0,355 104 103 103 % 6 4 10E-0¢

161

» 1, 26B-05
> 1, 26B-05
> 1, 26E-05
> 1, 26E-05
> 1, 26B-05
> 1, 26B-05

» 1, 26B-05

> 1, 26E-05
8, B5E-06

> 1, 26B-05
6,98E-06 >
§,37E-06

> 1,268-05 >
6,028-06

> 1,26E-05
8, 81E-06

> 1, 26E-05

> 1, 26E-05

> 1, 26E-05

> 1, 26E-05

LC50

» 1, 268-05
> 1, 268-05
> 1, 268-05
> 1, 2608-05
> 1, 268-05
» 1, 268-05

» 1, 208-05
> 1, 268-05
> 1, 2608-05
> 1, 208-05
» 1, 268-05

9, 47£-06

> 1, 208-05
> 1, 2608-05
> 1, 208-05
> 1, 2608-05
» 1, 208-05
> 1, 208-05
> 1, 268-05
> 1, 208-05



TABELA 1 (continuagio)

Tempo

ero

Ctrl

Cancre dos Ovarios

IGROVL 0,291
OVCAR-3 0,240
OVCAR-5 0,457
OVCER-8 (0,173
Sk-0v-3 0,351
Cancro Renal

2498 0,400
(REI-1 0,372
REE 393 0,743
e 0,157
TE-100 0,355
w-31 0,124

0,765

Cancro da Préstata

BC-3 0,187
DU-145 0,384

0,419
1,151

Densidades Opticas Médias

8,9

0,681
1,058
0,860
0,533
1,014
0,799

0,426
1,081

1,932
1,055
1,230
1,285
0,852

0,657
0,960
L1
0,529
1,002
0,816

0,399
1,389

1,045
1,157
1,159
0,853

0,649
1,103
1,280
0,500
1,042
0,830

0,350
1,19

-5,9

Log 10 Concentragdo

Percentagem de Crescimento

-4,9

0,357
0,325

70,7%
10,113

0,727
0,391

0,179
0,873

-6,9 -7,9- 6,9 3,9 49

111
101
105
52
94

105
120

97
98
105

103
51

91
131

86
106

18
12
34

{0

-11
-13

-28

55
{2

o4

G150

5, 22E-06
4,10E-06
7, 07E-06
4, 71E-06
8, 59E-06

2,908-06
2,59E-06

1, 44E-06
»1, 26E-05
9, 208-06

2,17E-06
»1, 26E-05

161

» 1, 26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05

9, 71E-06
9, 13E-06
> 1,26E-05
6, 96E-06
> 1,26E-05
» 1, 26E-05

1, 10E-05
> 1,26E-05

LC50

» 1,26B-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05

» 1,26B-05
» 1,26B-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05
> 1,20E-05
» 1,26B-05

> 1,26B-05
> 1,26B-05



TABELA 1 (continuagio)

Tempo

Zero
Cancro da Mama
HCET 0,200
lICT/ADR-RES 0,328
MDE-MB- 0,304
231/RTCC
HS 578T 0,369
MDE-MB-435 0, 465
MDA-Y 0,348
BT-54¢ 0,735
T-47D 0, d6d

Ctrl

Densidades Opticas Médias

-8,9

-7,9

0,912
1,376
0,651

-6,9

1,219
1,4%
1,31
1,847
1,184

-5,9

0,893
1,298

40,667

1,300
1,369
1,316
1,599
0,905

Log 10 Concentracdo

Percentagem dz Crescimento

-4,9 -8,9 -7,9- 6,9 59 4,9

99
118
§7

59
102

105

101

110
109

108
104
109

9
105
9]
108

95
92
107

105
94
86
84
81

{2
21

26
-10

6150

{,31E-06
9,69E-06
4, 43E-06

9, 44E-06
5, 05E-06
3, 44E-06
{,82E-06
2,78E-06

161

» 1, 268-05
> 1, 268-05
> 1, 268-05

> 1, 268-05
» 1, 268-05
» 1, 268-05
» 1, 208-05

9, B6E-06

LC50

> 1, 26E-05
> 1,26E-05
> 1,26E-05

> 1, 26E-05
> 1, 26E-05
> 1, 26E-05
> 1, 26E-05
> 1,26E-05



No primeiro conjunto de testes, de acordo com a Tabela 1 e
as curvas de resposta-dose, como apresentado na Figura 1A a 171,
o tridxido de arsénico foi eficaz na reducdo do crescimento
celular contra quase todas as linhas celulares testadas. Em
particular, as linhas celulares de leucemia, linhas celulares de
melanoma e linhas celulares de cancro dos ovarios responderam
consistentemente, ao apresentar uma reducdao de crescimento de
mais de 50%. De acordo com o grafico da média, como apresentado
na Figura 2, a maioria das linhas celulares de leucemia e
melanoma, linhas celulares de cancro do sistema nervoso central
SNB-75 e U251, linha celular do cancro da prdstata PC-3, linhas
celulares de cancro renal A498, CAKI-1, SN12C e linha celular do
cancro do pulmdo NCI-H522, foram especialmente sensiveis
(relativamente a todas as linhas celulares testadas) ao

tratamento com tridxido de arsénico.
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W
W

TABELA 2

Log 10 Concentracac

Densidades Opticas Médias

Painel/Linha Tempo Ctrl -89

Celular
Leucemia
CCRF-CEM
K-562
MOLT-4
RPMI-8226

2810

0,047
0,041
0,018
0,066

3,511
3,011
0,503
1,432

3,601
3,042
0,554
1,607

-7

3,592
2,992
0,228
1,263

-6,9

3,051
3,360
0,432
1,423

Cancro das Células Nao Pequenas do Pulmdo

EKVX
H0P-62
H0P-92
HCI-H226
NCI-#23
NCI-H322M
HCI-H460
HCI-H522

0,030
0,061
0,115
0,094
0,075
0,035
0,034
0,175

Cancro do Colon

COLO 205

HCT-116
HCT-15
qT29
K12
5620

0,022

0,046
0,033
0,017
0,012
0,023

0,682
1,026
1,292
0,498
1,624
0,702
2,839
1,224

2,351

3,420
3,838
3,060
0,808
2,652

0,573
1,076
1,45
0,504
1,818
0,680

2,308

3,395
3,965
3,189
0,467
2,013

0,601
0,997
1,834
0,458
1,84
0,620
2,806
0,535

2,026

3,289

3,921 ¢4

2,988
0,533
2,308

0,628
1,019
1,319
0,489
1,872

-5,9

0,320
2,931
0,245
0,368

0,414
0,451
1,229
0,348
1,303

10,552

2,535
0,128

1,404

Percentagem de Crescimento

-4,9 -8,9-7,9 -6,9 -5,9 -4,9

0,048
0,096
0,113
0,065

103
101
111
113

105
114
101
113

99
104

99
103
104

146
50
112
88
99

86

%

102
98

116

99
110
it

it

59
40
95
63

59

%

{8

55

0

G150

3,68E-07
3,941-06

5,481-07

1,51E-06
§,66E-07
2,85E-06
2,40E-08
2,97E-06
2,94E-06
3,50E-06

1,81E-06
>1, 26E-

05
3,93E-06
1,12E-06
3, 29E-07
1,39E-06

161

» 1, 26B-05
> 1,26B-05
> 1,26E-05

1,091-05

4,22E-06
2,781-06
7,111-06
> 1,261-05
> 1,261-05
> 1,261-05
» 1,261-05
7,641-07

> 1,26B-05

> 1,26B-05
> 1,26B-05
» 1,26B-05
> 1,26B-05

3, 43E-06

LC50

> 1,261-05
> 1, 268-05
> 1, 268-05
> 1, 2608-05

1, 18E-05
1, 41E-06
» 1, 208-05
> 1, 268-05
> 1, 2608-05
> 1, 208-05
» 1, 268-05
3,198-06

> 1, 208-05

> 1, 208-05
> 1, 2608-05
» 1, 208-05
> 1, 208-05

8, 50E-06



TABELA 2 (continuagio)

Painel/Linha Tempo

Celular
Cancro do SNC
SF-268
SF-295
SF-539
SHB-75
U251
Yelanoma
LOX IMV1
MALMI-3M
SK-MEL-2
SK-MEL-28
SK-MEL-5
UACC-257
UACC-62

4ero

0,034
0,031
0,041
0,134
0,105

0,013
0,115
0,213
0,093
0,181
0,053
0,030

Cancro do Ovarios

IGROVI

OVCAR-3
OVCAR-3
OVCAR-8

SR-0V-3

0,335
0,081
0,038
0,0L6
0,041

Densidades Opticas Médias

5,9 49 -8,9-7,9-6,9 59

Ctrl

1,063

2,153
0,650
0,500
2,030
1,907
0,883
1,537

3,115
1,153
1,404
2,090
1,47

-8,9

0,381

11,270
11,403

1,033
2,018

1,666
0,585
0,462
1,906
1,864
0,857
1,460

3,0% 3

1,128
1,460
1,848
1,410

Log 10 Concentragéo

0,356
1,244
1,545
1,024
1,508

1,46l

0,387 0,004
0,659 0,010
0,691 0,017
0,815 0,028
0,088 0,012

0,002 0,001

30,383 0,005

0,128

10,488

1,846 0,013
0,504 0,039
0,539 0,001

2,877 0,216

{0,482 0,001

1,287 0,028
1,437 0,001
1,247 0,020

126

108
108
91

93
110

99
102
99
101

115
90
102
109
9%

i
97
87

86

50

94
97
97
55

98
98
104
88
56

i1
94

%

81

132

88

101
94

107
99

45
49
12

-8
50
-40
2
%
5
3

91
37
91
68
84

Percentagem de Crescimento

-4,9

-100
-69
-59

-100

-100
-96
-100
-100
-43
A
-98

-36
-49
-2
-100
-5l

6150

1, D6E-08
1, 17E-06
§,91E-07
1, 7T9E-06
2,638-07

2,90-08
1, 26E-06
2,06E-07
4,60E-07
2,228-06
1, 42E-06
§,608-07

2,678-06
7, 76E-07
2,838-06
1,62E-06
2,258-06

161

2,57E-06
3, 25E-06
3, 29E-06
3, 80E-06
§, 51E-07

1, 32E-07
2, 78E-06
5, 63E-07
1, BoE-06
4, 07E-06
5, B3E-06

2,27E-06

b, 02E-06
2,36E-06
7, 53E-06
3, 21E-06
5, 27E-06

LC50

5, 69E-06
§,64E-06
1, 04E-05
§, 08E-06
3, 168-06

b, 128-06
1,85E-06
4, B4E-06
7, 46E-06
» 1, 268-05
5, 3E-06

> 1, 208-05
5, 49E-06
> 1, 208-05
8, 36E-06
1, 238-05



TABELA 2 (continuagio)

Tempo
Painel/Linha Zero
Celular

Cancro Renal

786-0 0,021
2498 0,051
CAKI-1 0,032
REF 393 0,148
s12¢ 0,024
Tk-10 0,072

Cancro da Prostata
DU-145 0,095
Cancro da Mama

HCE? 0,028
IICI/ADR-RIS 0,050
MD2-MB-231/A

e 0,158
B 58T 0,109
WDA-MB-435 0,054
MDA-N 0,028
BI-549 0,112
T-47D 0,098

Log 10 Concentragdo

Densidades Gpticas Médias

Ctrl

2,158

2,050
2,304

-8,9

1,582
0,826
1,254
1,377
0,882
1,356

1,821
0,764
1,725
1,301
1,14l
1,268

47 1,954

7 2,611

2,293

Tod 0,771

0,890
0,865
2,606
1,963
0,539

5,9

0,832
0,538

30,491
10,909

0,829

{1,103

2,153

1,683
1,319

0,53
0,706
0,631
1,738
1,697
0,348

Percentagem de Crescimento

-4,9 -8,9-1,9 46,9 -5,9

-0,003
0,025
0,004
0,017
0,013
0,239

-0,001
0,010
0,021
0,026
0,018
0,027

100
112
93
86

102

99

100
90

100
108
85
93
105
108

116
103
128
84
120
95

50

99
98

101

-1
-1

98
99
108
33

89

58
84

102
126
5
58
110
6l

3
73
35
5
86
82

100

83
3

67
9
10
85
94

4,9

-100
-5)
-88
-91
-6
13

-13

-73

-100

6150

1,30E-06
1,94E-06

§,22E-

Ll

1,34E-06
2,37E-06
3,668-06

2,828-06

1,57E-06
1,64E-06

1,59E-06
2,238-06
3,008-07
2,028-06
2,22E-

—

6

161

2, TiE-06
4,85E-06
2,438-06
2,96E-06
5,67E-06
» 1,26E-05

b,328-06

3,66E-06
> 1,26E-05

3,16E-06
4, 12E-06
3,102-06
9, 55E-06
4,24£-06
2,902-06

LC50

5, 91E-06
1,228-05
6,22E-06
6,54E-06
> 1,26E-05
» 1,26B-05

» 1,26B-05

§,51E-06
> 1,20E-05

6,338-06
7,62E-06
9,60E-06
> 1,26E-05
§, 08E-06
7,93E-06



No segundo conjunto de testes, de acordo com a Tabela 2, as
curvas de resposta-dose e o grafico da média como apresentado na
Figura 3A a 1I e Figura 4, o tridéxido de arsénico foi eficaz na
reducdao do crescimento celular contra quase todas as linhas
celulares testadas. Os resultados foram consistentes com o0s
obtidos pelo primeiro conjunto de testes. Em particular, varias
linhas celulares de melanoma pareceram Ser especialmente

sensiveis aos varios paradmetros de resposta principais.

Em conclusao, estes resultados demonstram gque o tridxido de
arsénico é eficaz na inibicdo do crescimento de células de
leucemia e células de cancro 1in vitro e que o tridéxido de
arsénico pode ser utilizado em individuos humanos para tratar
uma vasta gama de leucemias e cancros, incluindo, mas néao
limitada a, cancro das células nao pequenas do pulmado, cancro do
cbdlon, cancro do sistema nervoso central, melanoma, cancro dos

ovarios, cancro renal, cancro da prdéstata e cancro da mama.

Lisboa, 24 de Outubro de 2008
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REIVINDICACOES

Utilizacdao de tridxido de arsénico na preparacgdao de um
medicamento para o tratamento de um tumor do sistema
nervoso central, seleccionado do grupo consistindo de
neuroblastoma, retinoblastoma, glioblastoma e
oligodendroglioma.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque O
tridéxido de arsénico é formulado como uma solucgao idnica.
Utilizacdo de acordo com a reivindicacao 1, em que o
tridéxido de arsénico estd numa forma adaptada para a
administrag¢do de cerca de 10 ng a cerca de 200 mg por dia.
Utilizacdo de acordo com a reivindicagao 1, em que o0
tridéxido de arsénico estd numa forma adaptada para a
administracdo de cerca de 0,5 mg a cerca de 70 mg por dia.
Utilizacdo de acordo com a reivindicagao 1, em que o
tridéxido de arsénico estd numa forma adaptada para
administracdo parentérica.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagcao 1, em que o
tridéxido de arsénico estd numa forma adaptada para
administracdo intravenosa.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagao 6, em que o0
tridéxido de arsénico estd numa forma adaptada para a

administracdo de cerca de 0,5 mg a cerca de 150 mg por dia.



10.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdao 1, em que o
medicamento compreende, adicionalmente, uma quantidade

eficaz de, pelo menos, um outro agente terapéutico.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacgdo 8, em que o outro

agente terapéutico é um quimioterapéutico.

Utilizacdao de acordo com a reivindicacdo 8, em gque o outro

agente terapéutico é seleccionado do grupo consistindo de

etoposido, cisplatina, carboplatina, fosfato de
estramustina, vinblastina, metotrexato, hidroxiureia,
ciclofosfamida, doxorrubicina, 5-fluorouracilo, taxol,

dietilstilbestrol, VM-26 (vumon), BCNU, acido retindico
all-trans, procarbazina, citocinas, vacinas terapéuticas e

imunomoduladores.

Lisboa, 24 de Outubro de 2008
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