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Prezenta inventie se refera la utilizarea meta-arsenitului de sodiu pentru tratamentul
tumorilor solide.

Compozitiile farmaceutice care contin arsen sunt cunoscute in terapia cancerului. De
exemplu, lucrarea lui Waxman S. si a colab. (The Oncologist 6 (supl.2), pp. 3-10 (2001))
descrie disulfura de arsen, trisulfura de arsen si trioxidul de arsen, utilizarea compozitiei care

cuprinde o sare de meta-arsenit (As Oé ) si un auxiliar acceptabil farmaceutic.

Datorita toxicitatii lor inerente si aparitiei unor alternative bune, interesul fata de
compusii cu arsen a ramas scazut.

Din stadiul tehnicii se mai cunoaste documentul EP 0804928 A1, care face referire
la compozitii farmaceutice care contin diclorurd de mercur sau arsenit de potasiu sau
arseniat de sodiu, pentru utilizare ca imunomodulator si pentru reducerea disfunctiei
proliferarii celulare. Documentul mentioneaza ca acesti compusi ar trebui utilizati cu un
diluant, cum ar fi zer sau vin alb, care are grupari libere SH- care pot bloca ionii de arsen sau
de mercur, pentru eliminarea toxicitatii.

Problema tehnica a prezentei inventii este de a furniza o compozitie farmaceutica
adecvata utilizarii in terapia cancerului, care are ca scop tratamentul tumorilor solide.
Compozitia farmaceutica poate fi utilizata pentru tratamentul unor astfel de tumori pentru
care nu exista tratament, sau ca o alternativa, sau ca un tratament suplimentar pentru astfel
de tumori solide.

Inventia se referd la utilizarea meta-arsenitului de sodiu pentru obtinerea unei
compozitii farmaceutice pentru tratamentul unei tumori solide.

De preferintd, inventia se referd la utilizarea meta-arsenitului de sodiu pentru
obtinerea unei compozitii farmaceutice pentru tratamentul unei tumori solide aleasa din
grupul constand din tumoare de colon, tumoare gastrica, tumoare mamara, tumoare
ovariana, tumoare de prostata si tumoare renala.

Compozitia farmaceutica conform prezentei inventii cuprinde o sare de meta-arsenit

(As Oé) si un auxiliar acceptabil farmaceutic si este o compozitie farmaceutica pentru

tratamentul unei tumori maligne solide aleasa din grupul care consta din tumora de colon,
tumora gastrica, tumora mamara, tumora ovariana, tumora de prostata si tumora renala.

S-a gasit ca tipurile de tumori specificate sunt, in mod surprinzator, sensibile la sarea
de meta-arsenit. In sare, contra-ionul meta-arsenitului poate fi orice contra-ion acceptabil
farmaceutic.

in articolul lui Waxman se face referire la un articol al lui Tarnowski G. S. si al colab.
(Cancer Research, 26(2), pp. 181-206) in care au fost investigate 8 tipuri de tumori cu 14
substante chimice antitumorale diferite. Arsenitul de potasiu a afectat doar cregterea tumorii
de ascita Ehrlich. Referitor la acest tip de tumora este de remarcat ca este mai sensibil in
ascite fatd de forma solida. Aceasta subliniazad descoperirea surprinzatoare a prezentei
inventii.

Conform unei realizari preferate, sarea este o sare a unui metal alcalin sau alcalino-
pamantos. Conform unei realizari preferate, sarea de metal alcalin este o sare de potasiu
sau sodiu, de preferinta sodiu.

Astfel de saruri sunt usor solubile si sunt usor disponibile pentru exercitarea efectului
lor antitumoral.

Inventia se refera la utilizarea sarii de meta-arsenit (As) pentru fabricarea unei
compozitii farmaceutice pentru tratamentul unei tumori maligne solide aleasa din grupul care
consta din tumora de colon, tumora gastrica, tumora mamara, tumora ovariana, tumora de
prostata si tumora renala.
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S-a gasit ca tumora maligna solida care apartine grupului constand din tumora de
colon, tumora mamara, tumora de prostata si tumora renala au fost cel mai sensibile.

In continuare se prezintd exemple nelimitative care ilustreaza inventia.

Exemplul 1. Comparatie intre activitatea antiproliferativa exercitata de meta-arsenitul
de sodiu si cea exercitata de alti compusi de arsen.

Pentru a examina activitatea antiproliferativd a compusilor, s-a utilizat un test
modificat cu iodura de propidiu. Pe scurt, celule au fost recoltate din culturi aflate in faza
exponentiala de crestere dezvoltate in RPMI 1640 suplimentat cu ser fetal de vitel 10% prin
tripsinizare, numarate si intinse in placi de microtritare cu 96 de godeuri (100 pl suspensie
celulard, 1 x 10° si 1 x 10 celule/ml). Dupa o recuperare de 24 h, pentru a permite celulelor
s atinga din nou cresterea exponentiald, au fost adaugati la godeuri 50 yl de mediu de
culturd sau de mediu de culturd contindnd medicamentul de testat. Dupa 3-7 zile de
incubare, in functie de timpul de dublare al celulei, mediul de cultura a fost inlocuit cu un
mediu proaspat care contine iodura de propidiu (6 pg/ml). Placile de microtitrare au fost
tinute la -18°C, timp de 24 h, rezultand o distrugere totala a celulelor. Dupa decongelarea
placilor, s-a masurat fluorescenta, utilizand un cititor microplat Millipore Cytofluor 2350
(excitare 530 nm, emisie 620 nm), cu scopul de a cuantifica numarul total de celule.

Inhibarea cresterii a fost exprimata ca tratat/martor x 100 (T/C%). Valorile IC;,au fost
determinate prin reprezentarea grafica a concentratiei de compus in functie de numarul de
celule. Valorile IC5, medii au fost calculate conform formulei:

£
2 10g(IC 50,70 )x

X=1

n

ICsp 70 mediu = 10

x = linie celulara specifica tumorii si

n = numarul total de linii celulare studiate.

Daca ICg, si IC,o nuau putut fi determinate in intervalul de doza determinat, s-a folosit
pentru calcul concentratia cea mai mica sau concentratia cea mai mare.

Activitatea antiproliferativa a arsenitului de sodiu a fost comparata cu cea a trioxidului
de arsen. Acest studiu a demonstrat ca arsenitul de sodiu este de 18 ori mai puternic decat
trioxidul de arsen. Valoarea IC,, medie pentru arsenitul de sodiu a fost 0,329 pg/ml, in
comparatie cu valoarea IC,,medie de 6,006 pug/ml pentru trioxidul de arsen.

Intr-un studiu independent efectuat de catre Oncotest GmbH (Freiburg, Germania)
in care trioxidul de arsen a fost comparat cu arsenitul de potasiu, valoarea IC,, pentru
trioxidul de arsen a fost 3,8x10° M; valoarea IC,, pentru arsenitul de potasiu a fost de 4,9
x 10° M, aproape de opt ori mai mica decat cea pentru trioxid de arsen. Aceste rezultate
demonstreaza clar ca activitatea antiproliferativa a arsenitului de sodiu este in mod
semnificativ mai mare decat cea a arsenitului de potasiu.

Intr-un altexperiment, s-a analizat activitatea citotoxica a arsenitului de sodiu impotriva
liniilor celulare tumorale umane in prezenta clorurii de potasiu. Arsenitul de sodiu, singur si
in prezenta unei concentratii echimolare de KClI, a fost testat in vitro impotriva a cinci linii
tumorale umane (doua cancere mamare si trei melanoame). Celulele au fost supuse la test
in mod continuu timp de patru zile la cinci concentratii diferite in intervalul 0,001 panala 10 pg/ml.
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Datele sunt prezentate in tabelul 1 de mai jos:

Tabelul 1
Linie celulara tumorala Arsenit de sodiu IC,, pg/ml Arsenit de sodiu plus KCI
IC,, png/ml
Mamar
MCF7 0,861 3,014
MCF7 0,610 1,000
MAXF401NL 0,381 1,1519
MAXF401NL 0,739 0,587
Melanom
MEXF276L 0,692 0,789
MEXF462NL 0,717 1,092
MEXF462NL 0,657 0,697
MEXF514L 0,727 0,969
Medie 0,658 1,058

Datele arata ca influenta arsenitului de sodiu a fost redusa cu aproximativ 30% in
prezenta KCI, sugerand astfel ca prezenta potasiului in solutia de arsenit inhiba citotoxi-
citatea arsenitului de sodiu. Aceste date sugereaza ca utilizarea meta-arsenitului de sodiu
are un efect neasteptat in comparatie cu arsenitul de potasiu.

Exemplul 2. Activitatea antiproliferativd a meta-arsenitului de sodiu asupra liniilor
celulare tumorale umane.

Au fost dezvoltate diferite celule tumorale umane la 37°C intr-o atmosfera umidificata
(95% aer, 5% CO,) in culturi unistrat pe mediu RPMI| 1640 cu rosu de fenol (Life
Technologies, Karlsruhe, Germany) suplimentat cu 10% ser de vitel fetal. Viteii au fost
tripsinizati si mentinuti saptéamanal.

Testul de citotoxicitate

Pentru examinarea activitatii antiproliferante a compusului studiului s-a folosit un test
cu iodura de propidiu modificat (bazat pe W.A. Dengler si colab., Anti-Cancer Drugs, 6, pag.
522-532 (1995). Pe scurt, celulele vor fi recoltate din culturi in faza exponentiala de crestere
pe mediu RPMI 1640 suplimentat cu 10% ser de vitel fetal prin tripsinizare, numarate si
intinse pe placi de microtitrare cu 96 de godeuri cu fund plat (140 pl suspensie celular3,
8x10? celule/ml). Dupd 24 h de regenerare, pentru a permite celulelor sa-si recapete
cresterea exponentiald, s-au adaugat in godeuri 10 pl mediu de cultura (6 godeuri martor pe
placa) sau mediu de cultura contindnd medicamentul de testat. Fiecare concentratie de
medicament a fost plasata de trei ori (triplatd). Dupa 4 zile de incubare, mediul de culturd a
fost Tnlocuit cu o solutie apoasa de iodurad de propidiu (6 pg/ml). Placile de microtitrare au
fost pastrate la -18°C timp de 24 h, ceea ce a dus la distrugerea totala a celulelor. Dupa
dezghetarea placilor, s-a masurat fluorescenta, folosind un cititor de microplaci Millipore
Cytofluor 2350 (excitare 530 nm, emisie 620 nm) cu scopul de a cuantifica numarul total de
celule. Testul a inclus martori netratati si pozitivi (5-FU si vindesine).
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Inhibarea cresterii este exprimaté ca Tratat/Martor x 100 (sau T/C%). Valorile ICg si
IC,, s-au determinat prin raportarea concentratiei compusului la numarul de celule. Valorile
medii ale 1C;, si IC,, s-au calculat conform formulei:

n
>, 109(iC50 70 )x
3=

Media [CSU,?C! = 1(}“
cu x = linie celulara specifica tumorii si

n = numarul total de linii celulare studiate.

Daca ICg, si IC,, nu au putut fi determinate cu intervalul de doza examinat, s-au
folosit pentru calcul concentratia cea mai joasa si cea mai ridicata.

Testele au fost considerate corecte numai daca martorul pozitiv (5-FU) a indus o
inhibare a cresterii tumorale de T/C < 30% si dacé celulele martor tratate ca vehicul au avut
o intensitate a fluorescentei > 500 unitati.

Rezultate

Rezultatele au fost rezumate in tabelul 2, care indica faptul ca in special liniile
celulare ale tipului de tumora gastrica, tumora ovariana $i, in special tumora de prostata,
tumora mamara, renald si tumora de colon au fost sensibile la compusul meta-arsenit de
sodiu. Prin comparatie, leucemia promielocitd, care se cunoaste cé raspunde la trioxidul de
arsen, a indicat o valoare IC,, de 6,82 ug/ml. Deci, celulele tumorale la care se refera
prezenta inventie sunt de 2 pana la 20 de ori mai sensibile la compusul meta-arsenit sodiu
conform prezentei inventii.

Tabelul 2
Tumora Linie celulara IC,, (ug/ml)
De colon DLD1 0,48
Gastrica GXF251L 3,08
Mamara MXAF401NL 0,32
Ovariana OVCAR3 3,02
De prostata PC3 0,85
Renalad RXF486L 0,63

—_

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31



11

13

15

RO 123269 B1

Revendicari

1. Utilizarea meta-arsenitului de sodiu pentru obtinerea unei compozitii farmaceutice
pentru tratamentul unei tumori solide.

2. Utilizarea meta-arsenitului de sodiu pentru obtinerea unei compozitii farmaceutice
pentru tratamentul unei tumori solide aleasa dintre din grupul constand din tumoare de colon,
tumoare gastrica, tumoare mamara, tumoare ovarianad, tumoare de prostata si tumoare
renald.

3. Utilizare, conform revendicarii 2, in care tumoarea solida este o tumoare de colon.

4. Utilizare, conform revendicarii 2, in care tumoarea solida este 0 tumoare gastrica.

5. Utilizare, conform revendicarii 2, in care tumoarea solida este o tumoare mamara.

6. Utilizare, conform revendicarii 2, in care tumoarea solida este o tumoare ovariana.

7. Utilizare, conform revendicarii 2, in care tumoarea solida este o tumoare de
prostata.

8. Utilizare, conform revendicarii 2, in care tumoarea solida este o tumoare renala.

Editare si tehnoredactare computerizatd - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii gi Marci
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