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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Uso de arginasa humana recombinante pegilada para el tratamiento de la leucemia 
 
Referencia cruzada a una solicitud relacionada 5 
 
[0001] Esta solicitud reivindica prioridad en conformidad con el Título 35, párrafo 119(e) del Código de los Estados 
Unidos de América con respecto a la solicitud de protección Provisional de EE. UU. con el nº de serie 61/425,243 
presentada el 21 de diciembre de 2010.  
 10 
Campo de la invención 
 
[0002] Esta invención se refiere a un método de tratamiento de la leucemia con arginasa. En particular, el método 
se refiere al tratamiento de la leucemia con arginasa humana recombinante pegilada.  
 15 
Antecedentes de la invención 
 
[0003] Las neoplasias malignas hematológicas, tal como el linfoma no Hodgkin y la leucemia, están en el puesto 
número 10 de los cánceres más comunes a nivel mundial. La leucemia linfocítica aguda es una de las neoplasias 
malignas pediátricas más comunes y sigue siendo la principal causa de muerte por enfermedad en los niños a 20 
pesar de los elevados índices de recuperación conseguidos con los regímenes contemporáneos. En los adultos, 
las neoplasias malignas hematológicas constituyen aproximadamente el 10% de todos los cánceres. La 
quimioterapia, junto con la terapia dirigida, sigue siendo la base del tratamiento. En las recidivas, el trasplante de 
médula ósea ofrece el único medio de curación. Sin embargo, esta modalidad de tratamiento solo se puede ofrecer 
a pacientes con donantes con antígenos leucocitarios humanos (HLA) compatibles adecuados. Para los pacientes 25 
desafortunados con leucemias y linfomas refractarios sin donantes de médula adecuados, el pronóstico es malo.  
 
[0004] Los cuidados estándar para la leucemia y el linfoma son la quimioterapia administrada sistémica e 
intratecalmente en conjunto con varias terapias dirigidas tales como rituximab, anti-CD30, Campath etc. A menudo 
se emplea radiación para la terapia profiláctica craneal y la terapia local para linfomas, en particular los linfomas 30 
de Hodgkin. En los pacientes con leucemia y linfoma recidivante, la infusión de células madre con HLA compatibles 
procedentes de donantes con o sin parentesco después de la quimioterapia de dosis alta, como en el caso del 
transplante de médula ósea, puede ser curativa, pero con una morbilidad elevada y una mortalidad relacionada 
con el tratamiento moderada. Para aquellos pacientes con enfermedad refractaria en ausencia de donantes de 
HLA adecuados no existe ningún tratamiento estándar. Se puede tener en cuenta a los pacientes para ensayos 35 
clínicos o se les puede administrar paliativos; en cualquier caso, el pronóstico es extremadamente malo. Por lo 
tanto, existe claramente una necesidad de un método de tratamiento nuevo y mejorado.  
 
[0005] Savoca, K.V. Et. Al., (1984) Cancer Biochem Biophys, Vol. 7, págs. 261-268 describe efectos supresores 
de la PEG-arginasa en células de leucemia L5178Y in vitro. El documento no menciona el uso de arginasa para el 40 
tratamiento de la leucemia en un paciente donde dicha leucemia linfocítica y/o mieloide es resistente al arsénico.  
 
Resumen de invención 
 
[0006] La presente invención, como se expone en las reivindicaciones, proporciona una composición que 45 
comprende arginasa para usar en un método para tratar la leucemia en un paciente, donde dicha leucemia 
linfocítica y/o mieloide es resistente al arsénico.  
 
[0007] Cualquier elemento que esté fuera del alcance de las reivindicaciones se proporciona solo con fines 
informativos. Cualquier referencia en la descripción a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, 50 
composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invención para usar en un método para el tratamiento 
del cuerpo humano o animal mediante terapia. El método implica la administración al paciente de una cantidad 
terapéuticamente eficaz de una composición que comprende arginasa, donde dicha composición es eficaz para el 
tratamiento de la leucemia linfocítica y/o mieloide.  
 55 
[0008] En una forma de realización ejemplar de la presente invención, la leucemia linfocítica es aguda. En otra 
forma de realización ejemplar, la leucemia linfocítica es crónica.  
 
[0009] En otra forma de realización ejemplar de la presente invención, la leucemia linfocítica es leucemia linfocítica 
aguda de células T.  60 
 
[0010] En una forma de realización ejemplar de la presente invención, la leucemia mieloide es aguda. En otra 
forma de realización ejemplar, la leucemia mieloide es crónica.  
 
[0011] En otra forma de realización ejemplar de la presente invención, la leucemia mieloide es leucemia mieloide 65 
resistente al arsénico.  
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[0012] En otra forma de realización ejemplar, la arginasa es arginasa humana recombinante pegilada. En otra 
forma de realización, el agente de pegilación es metoxi poli(etilenglicol) succinimidil propionato (mPEG-SPA).  
 
[0013] En otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método de tratamiento de la leucemia resistente 5 
al arsénico. En este método, una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que comprende arginasa 
se administra a un paciente, donde la composición es eficaz para el tratamiento de la leucemia linfocítica resistente 
al arsénico y/o la leucemia mieloide resistente al arsénico. En una forma de realización ejemplar, la arginasa es 
arginasa humana recombinante pegilada. En otra forma de realización ejemplar, el agente de pegilación es metoxi 
poli(etilenglicol) succinimidil propionato (mPEG-SPA).  10 
 
[0014] La arginasa de la presente invención se puede administrar en combinación con un segundo agente 
terapéutico. En una forma de realización ejemplar, el segundo agente terapéutico es la doxorrubicina.  
 
[0015] En otro aspecto más, la composición que comprende arginasa de la presente invención se administra por 15 
vía intravenosa, intraperitoneal, subcutánea, o intramuscular.  
 
Breve descripción de las figuras 
 
[0016] 20 
 

La Fig. 1a y la Fig. 1b muestran respectivamente el efecto de trióxido de arsénico (As2O3) y BCT-100 en 
la viabilidad celular en varias líneas celulares de leucemia promielocítica.  
 
La Fig. 2 muestra el efecto de BCT-100 y trióxido de arsénico en la inducción de apoptosis en varias 25 
líneas celulares de leucemia promielocítica.  
 
La Fig. 3 muestra que BCT-100 induce apoptosis mediante la inhibición de pmTOR y la inducción de Stat3 
y Bax.  
 30 
La Fig. 4a muestra la inducción de diferenciación granulocítica en NB4 por BCT-100. La Fig. 4b muestra 
la diferenciación inducida por BCT-100 en células NB4 y HL60. La Fig 4c muestra la morfología 
granulocítica de células NB4 tratadas con BCT-100.  
 
La Fig. 5a y la Fig 5b muestran la reorganización de cuerpos nucleares de leucemia promielocítica en 35 
células HL60 después del tratamiento con BCT-100 
 
La Fig. 6 muestra la IC50 de BCT-100 en varias líneas celulares cancerosas.  
 
La Fig. 7 muestra el efecto de BCT-100 en varias líneas celulares de leucemia cuando se administra en 40 
combinación con doxorrubicina.  
 
La Fig. 8 muestra el efecto de BCT-100 en la citología de hígado, bazo y esternón de ratones NOD/SCIDS 
inoculados con HL60.  
 45 
La Fig. 9 muestra el índice de supervivencia mejorada de ratones NOD/SCIDS inoculados con HL60 
cuando se tratan con BCT-100.  

 
Descripción detallada de las formas de realización preferidas 
 50 
[0017] Como se utiliza en este caso y en las reivindicaciones, "que comprende" significa incluyendo los elementos 
siguientes pero sin excluir otros.  
 
[0018] La presente invención proporciona el uso de arginasa para el tratamiento de la leucemia. En formas de 
realización determinadas, la arginasa humana recombinante pegilada se usa para el tratamiento de varios tipos de 55 
leucemia. En otra forma de realización, la arginasa humana recombinante pegilada es BCT-100 y la preparación 
de arginasa humana recombinante pegilada y los pasos para pegilarla se describen en, por ejemplo, 
US 10/518,223.  
 
[0019] La arginasa es una enzima que contiene manganeso, que cataliza la conversión de arginina en ornitina y 60 
urea, la última etapa del ciclo de la urea. La arginasa humana recombinante pegilada en nuestro estudio preclínico 
resultó ser eficaz para la inducción de la reducción de arginina en función de la dosis.  
 
[0020] La presente invención también proporciona el uso de arginasa, por ejemplo, arginasa humana recombinante 
pegilada tal como BCT-100 para el tratamiento del cáncer en un paciente que padece leucemia o linfoma refractario 65 
o recidivante. El término "leucemia o linfoma refractario o recidivante" se refiere al estado de un paciente que 
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padece leucemia o linfoma en el que el paciente no presenta respuesta a ningún fármaco disponible para tratar la 
leucemia o el linfoma, o en el que los signos y síntomas vuelven a aparecer en los pacientes tras utilizar todos los 
otros fármacos disponibles para tratar la leucemia o el linfoma.  
 
[0021] La presente invención muestra que la arginasa, por ejemplo, la arginasa humana recombinante pegilada, 5 
tal como BCT-100, es al menos 6-10 veces más eficaz para el tratamiento de la leucemia de células T y la leucemia 
mieloide que para el tratamiento del carcinoma hepatocelular.  
 
[0022] Se muestra que la arginasa de la presente invención es eficaz para el tratamiento de varios tipos de 
leucemia, por ejemplo, leucemia linfocítica incluyendo pero sin limitarse a leucemia de células T; leucemia mieloide 10 
incluyendo pero sin limitarse a leucemia promielocítica.  
 
[0023] La arginasa de la presente invención se puede administrar en combinación con un segundo agente 
terapéutico tal como doxorrubicina. En varias formas de realización, se observó un efecto terapéutico mejorado 
cuando la BCT-100 se administró en combinación con doxorrubicina.  15 
 
[0024] La presente invención también muestra que la arginasa, por ejemplo, la arginasa humana recombinante 
pegilada tal como BCT-100 es eficaz para el tratamiento de la leucemia tanto resistente al arsénico como sensible 
al arsénico. La eficacia de BCT-100 para la inducción de la apoptosis tanto en la leucemia sensible al arsénico 
como en la resistente al arsénico también se demuestra en la presente invención.  20 
 
[0025] La presente invención se define adicionalmente por los ejemplos siguientes.  
 
Ejemplo 1 
 25 
El efecto inhibitorio de la BCT-100 en varias líneas celulares de leucemia 
 
[0026] Se estudió el efecto inhibitorio de la BCT-100 en células de leucemia mieloide aguda (Kasumi-1a, ML2; 
HL60; K562 y NB4) y células de leucemia de células T (Jurkat, ALL-SIL, HPB-ALL y TALL-1). Los valores de IC50 
de BCT-100 en varias líneas celulares se muestran en la tabla 1. El resultado indica que la BCT-100 es eficaz para 30 
la inhibición del crecimiento de la leucemia, incluyendo leucemia mieloide y leucemia linfocítica.  
 

Tabla 1 - IC50 de BCT-100 en varias líneas celulares de leucemia. 
 

Leucemia mieloide  IC50 (mU/mL) Leucemia de células T IC50 (mU/mL) 
Kasumi-1a  65 Jurkat 40 
ML2  65 All-SIL 120 
HL60  55 HPB-ALL 110 
K562  25 TALL-1 100 
NB4  60   

 35 
Ejemplo 2 
 
Efecto de BCT-100 en líneas celulares mielocíticas sensibles al arsénico y resistentes al arsénico 
 
[0027] Se investigó el efecto de la BCT-100 en líneas celulares mielocíticas sensibles al arsénico (NB4 y U937) 40 
así como en líneas celulares mielocíticas resistentes al arsénico (HL60 y UF1). La Fig. 1a muestra el efecto de 
trióxido de arsénico sobre la viabilidad celular de las células de leucemia mielocítica. La viabilidad celular de las 
líneas celulares U937 y NB4 sensibles al arsénico disminuyó al aumentar la concentración de arsénico. Sin 
embargo, las líneas celulares HL60 y UF1 no respondieron al tratamiento con As2O3.  
 45 
[0028] La Fig. 1b muestra el efecto de la BCT-100 sobre la viabilidad celular en las células de leucemia mielocítica 
NB4, U937 HL60 y UF1. Las células de leucemia tanto sensible como resistente al arsénico respondieron al 
tratamiento con BCT-100. En cualquier caso, la viabilidad celular disminuyó al aumentar la cantidad de BCT-100 
en el medio.  
 50 
[0029] Los resultados mostraron que la BCT-100 es eficaz para la inhibición del crecimiento de la leucemia 
mielocítica, incluyendo leucemia mielocítica que es resistente al arsénico. Por lo tanto, la arginasa de la presente 
invención es útil para tratar la leucemia resistente al arsénico.  
 
Ejemplo 3 55 
 
Efecto de la BCT-100 en la inducción de apoptosis en células de leucemia 
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[0030] Se evaluó el efecto de la BCT-100 en la inducción de apoptosis en líneas celulares de leucemia tanto 
sensible al arsénico (NB4 y U937) como resistente al arsénico (HL60 y UF1). Como se muestra en la Fig. 2, el 
arsénico fue eficaz para la inducción de apoptosis en líneas celulares leucémicas NB4 y U937. Sin embargo, el 
índice de apoptosis fue bajo en el caso de células HL60 y UF1 en presencia de arsénico, ya que estas líneas 
celulares son resistentes al arsénico. La BCT-100 resultó ser eficaz para la inducción de apoptosis en líneas 5 
celulares de leucemia tanto sensible al arsénico como resistente al arsénico. El índice de apoptosis mejoró todavía 
más al administrar BCT-100 en combinación con trióxido de arsénico.  
 
Ejemplo 4 
 10 
Mecanismo de apoptosis inducida por BCT-100  
 
[0031] La expresión de Bax y pmTOR se evaluó en la línea celular leucémica HL60 por método de Western blot 
con o sin tratamiento con BCT-100 utilizando anticuerpos monoclonales contra Bax y pmTOR, respectivamente. A 
la misma muestra se le eliminaron los anticuerpos secundarios y se analizó con anticuerpos antiactina para control 15 
de carga. La apoptosis se determinó por marcaje con anexina V. Se cultivaron células HL60 en medio con o sin 
BCT-100 y la expresión de anexina V se analizó por citometría de flujo 8, 16, 24, y 36 horas después del tratamiento 
con BCT-100.  
 
[0032] Como reveló el análisis Western blot mostrado en la Fig. 3, el nivel de Bax nivel se reguló positivamente 8 20 
horas después del tratamiento con BCT-100 y después se mantuvieron niveles elevados. El nivel de proteína de 
pmTOR se reguló negativamente en respuesta al tratamiento con BCT-100. Estos resultados indican que la BCT-
100 pueden inducir la apoptosis de la línea celular leucémica HL60 a través de la vía de transducción de señal que 
implica Bax/Bcl-2 o específicamente debido a la inhibición de la señalización de pmTOR.  
 25 
Ejemplo 5 
 
Inducción de diferenciación granulocítica por BCT-100 
 
[0033] Se estudió la inducción de diferenciación granulocítica en células NB4 y HL60. La Fig. 4a muestra que BCT-30 
100 indujo diferenciación granulocítica en células NB4. Como reveló el análisis de clasificación de células activadas 
por fluorescencia de la expresión de CD11b mostrado en la Fig. 4b, BCT-100 indujo diferenciación granulocítica 
en células NB4 y HL60 dentro del tratamiento de 96 horas con BCT-100. La Fig. 4c muestra la morfología 
granulocítica de células NB4 que fueron tratadas con BCT-100. Específicamente, se observó una reducción en la 
relación nuclear a citoplásmica, la aparición de gránulos citoplásmicos, condensación de cromatina y pérdida de 35 
nucléolos.  
 
Ejemplo 6 
 
Reorganización de cuerpos nucleares de leucemia promielocítica 40 
 
[0034] La reorganización de cuerpos nucleares de leucemia promielocítica en células HL60 se estudió después 
del tratamiento con BCT-100. La inmunotinción con anticuerpos de leucemia antipromielocítica reveló un patrón 
micromoteado de leucemia promielocítica en los núcleos de células de control HL60 (tratadas con DMSO) como 
se muestra en la Fig. 5a. En las células tratadas con BCT-100, el patrón micromoteado desapareció y el tamaño y 45 
la luminosidad de los cuerpos de leucemia promielocítica volvieron al estado normal.  
 
Ejemplo 7 
 
IC50 de BCT-100 en varias líneas celulares cancerosas 50 
 
[0035] Se investigaron los valores de IC50 de BCT-100 en varias líneas celulares cancerosas. Las líneas celulares 
cancerosas que se evaluaron fueron leucemia linfocítica aguda de células T, leucemia mieloide aguda, carcinoma 
hepatocelular y cáncer de páncreas. Los resultados de la Fig. 6 mostraron que BCT-100 es eficaz para el 
tratamiento de leucemia linfocítica aguda de células T, leucemia mieloide aguda, carcinoma hepatocelular y cáncer 55 
de páncreas. Además, la BCT-100 resultó ser al menos 6-10 veces más potente en el tratamiento de la leucemia 
y el cáncer de páncreas que en el tratamiento del carcinoma hepatocelular.  
 
Ejemplo 8 
 60 
Efecto de BCT-100 en varias líneas celulares de leucemia cuando se administra en combinación con doxorrubicina 
 
[0036] Se estudió el efecto de la combinación de BCT-100 con doxorrubicina en varias líneas celulares de leucemia. 
Las líneas celulares de leucemia evaluadas fueron líneas celulares de leucemia mieloide Kasumi-1a, ML2, HL60, 
K562, NB4 y líneas celulares de leucemia linfocítica ALL-SIL y Jurkat. En referencia a la figura 7, se descubrió que 65 
tanto la BCT-100 como la doxorrubicina son eficaces para el tratamiento de la leucemia, incluyendo leucemia 
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mieloide y linfocítica, cuando se administran solas, respectivamente. Se observó un efecto terapéutico mejorado 
cuando la BCT-100 se administró en combinación con doxorrubicina. El efecto de mejora fue altamente perceptible 
en todas las líneas celulares de leucemia mieloide así como ALL-SIL. El resultado mostró que se puede administrar 
BCT-100 con doxorrubicina para el tratamiento de la leucemia, en particular de la leucemia mieloide y/o la leucemia 
linfocítica.  5 
 
Ejemplo 9 
 
Efecto de BCT-100 en la citología de hígado, bazo y esternón de ratones NOD/SCIDS inoculados con HL60 
 10 
[0037] Se inyectaron células HL60 en la cola de ratones NOD/SCIDS. El tratamiento comenzó el día 14. Los 
animales se dividieron en 4 grupos. El grupo de doxorrubicina recibió tratamiento con doxorrubicina, que se 
administró a 3mg/kg/día por inyección intraperitoneal 3 veces por semana durante la primera semana, y luego una 
vez por semana durante 4 semanas. El grupo BCT-100 recibió tratamiento por BCT-100, que se administró a 
50U/ratón por inyección intraperitoneal semanalmente durante 4 semanas. El grupo combinado recibió tratamiento 15 
tanto de doxorrubicina como de BCT-100, administrado como se ha descrito. El grupo de control recibió una 
inyección intraperitoneal de solución salina. La Figura 8 muestra la citología de hígado, bazo y esternón de los 4 
grupos de ratones después del tratamiento. En el grupo de control, se observó infiltración de leucemia en el hígado, 
bazo y esternón. Se observó infiltración moderada en el grupo de doxorrubicina y BCT-100 en el hígado, bazo y 
esternón. En el grupo combinado, se observó una regresión de blastos del hígado y se observó una morfología 20 
casi normal de esternón.  
 
[0038] El resultado muestra que la BCT-100 es eficaz en la eliminación de blastos leucémicos en la médula ósea 
esternal, el bazo y el hígado. La BCT-100 también se puede administrar en combinación con doxorrubicina para 
mejorar el efecto terapéutico.  25 
 
Ejemplo 10 
 
Índice de supervivencia mejorado de ratones NOD/SCIDS inoculados con HL60 cuando se tratan con BCT-100 
 30 
[0039] Se investigó el efecto de la BCT-100 en el índice de supervivencia de ratones NOD/SCIDS inoculados con 
HL60. En referencia a la figura 9, el índice de supervivencia y los días de supervivencia de ratones tratados con 
BCT-100 aumenta en comparación con el grupo de control, lo que indica que la BCT-100 por sí sola es eficaz para 
el tratamiento de la leucemia, por ejemplo, leucemia mieloide. El índice y los días de supervivencia se mejoran 
cuando laBCT-100 se administra con doxorrubicina. Por lo tanto, se puede administrar BCT-100 con doxorrubicina 35 
para tratar la leucemia, por ejemplo, la leucemia mieloide.  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Composición que comprende arginasa para usar en el tratamiento de leucemia en un paciente, que comprende 
la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composición, donde dicha 
composición es eficaz para el tratamiento de la leucemia linfocítica y/o mieloide, donde dicha leucemia linfocítica 5 
y/o mieloide es resistente al arsénico. 
 
2. Composición para uso según la reivindicación 1, donde dicha leucemia linfocítica es leucemia linfocítica aguda 
o leucemia linfocítica crónica. 
 10 
3. Composición para uso según la reivindicación 1, donde dicha leucemia linfocítica es leucemia linfocítica aguda 
de células T. 
 
4. Composición para uso según la reivindicación 1, donde dicha leucemia mieloide es leucemia mieloide aguda o 
leucemia mieloide crónica. 15 
 
5. Composición para uso según la reivindicación 1, donde dicha arginasa es arginasa humana recombinante 
pegilada. 
 
6. Composición para uso según la reivindicación 5, donde dicha arginasa se pegila con ácido metoxipolietilenglicol 20 
succinimidil propiónico. 
 
7. Composición para uso según cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que comprende además la administración 
de un segundo agente terapéutico, donde dicho segundo agente terapéutico es doxorrubicina. 
 25 
8. Composición para uso según la reivindicación 1, donde dicha composición se administra por vía intravenosa, 
intraperitoneal, subcutánea o intramuscular. 
 
9. Composición que comprende arginasa para usar para el tratamiento del cáncer en un paciente, que comprende 
la administración al paciente de una cantidad terapéuticamente eficaz de dicha composición, donde dicho paciente 30 
padece leucemia o linfoma recidivante o refractario, donde dicha leucemia o linfoma es resistente al arsénico. 
 
10. Composición para uso según la reivindicación 9, donde dicha arginasa es arginasa humana recombinante 
pegilada. 
 35 
11. Composición para uso según la reivindicación 10, donde dicha arginasa se pegila con ácido 
metoxipolietilenglicol succinimidil propiónico. 
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