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DESCRICAO
“Imunoglobulinas anti-EpCAM”
A. Campo da invencgéao

A presente 1invencdao refere-se a métodos para tratar
doencas tumorais utilizando moléculas de imunoglobulina. Em
particular, a presente 1invencgcao refere-se a métodos de
tratamento envolvendo moléculas de imunoglobulina anti-EpCAM.
A invencgao refere-se também a utilizacgdes destas
imunoglobulinas na produgdo de medicamentos. A invencgao
refere-se também a moléculas de imunoglobulina que podem ser
utilizadas para tratar doencas tumorais, bem como a

composicdes que compreendem estas moléculas de imunoglobulina.
B. Arte relacionada

Ao conceber um regime terapéutico que envolve @ a
administracdo de moléculas de imunoglobulina ha varios
factores que devem ser considerados. Por um 1lado, a
imunoglobulina terapéutica deve ser administrada a um paciente
numa quantidade suficiente para desencadear o efeito
terapéutico desejado. Este efeito deve ocorrer agquando do
tratamento inicial e devera continuar a ocorrer durante um
periodo de tempo tao grande quanto possivel, uma vez que a
imunoglobulina ¢é progressivamente eliminada do corpo do
paciente no tempo entre duas administrac¢des consecutivas. Por
outro lado, a quantidade de imunoglobulina administrada néao
deve ser tdo elevada que provoque efeitos secunddrios adversos
e/ou tdéxicos no paciente.

Surge assim um problema gquando a dose maxima de uma
imunoglobulina que pode ser tolerada sem provocar efeitos
secundarios (dose maxima tolerada, ou "MTD") limita a
quantidade de imunoglobulina para um nivel de dose unica que
ndo & suficiente para manter, ao longo do tempo, o nivel
minimo de imunoglobulina necessario para assegurar uma
eficdcia continuada. Neste cendrio, torna-se impossivel manter
0 “nivel sérico minimo” necessdario para assegurar um efeito
terapéutico continuado até a prdéxima administracdo de
imunoglobulina. O "nivel sérico minimo" de um medicamento
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refere-se geralmente a concentracao mais baixa que o)
medicamento pode atingir em qualguer altura no corpo do
paciente, sem perda de efeito terapéutico. Representa, assim,
a quantidade minima de medicamento que deve estar sempre
presente no sangue do paciente, de forma a poder obter-se
algum beneficio terapéutico.

Existem varias abordagens para manter um nivel sérico
minimo, desejado, de uma imunoglobulina terapéutica. Uma
abordagem ¢ aumentar a dose inicial da imunoglobulina no
paciente.

No entanto, esta abordagem tem a desvantagem de o nivel
de imunoglobulina terapéutica que é seguro para o paciente ser
provavelmente excedido, vindo o paciente provavelmente a
sofrer efeitos secundédrios adversos e/ou tdxicos.

Outra abordagem ¢ aumentar a frequéncia de administracao
da imunoglobulina terapéutica. No entanto, uma maior
frequéncia de administracao diminui bastante a qualidade de
vida do paciente, uma vez que sSerdo necessdrias varias e
frequentes visitas a uma clinica. Este é particularmente o
caso quando a doenca a tratar estda ainda numa fase inicial e o
paciente poderia, noutras circunsténcias, levar uma vida
normal.

Adicionalmente, uma maior frequéncia de aplicacdao implica
uma maior quantidade total de imunoglobulina terapéutica que é
necessaria para um regime terapéutico total. Deste modo, uma
maior frequéncia de aplicacdo dimplica custos totais mais
elevados associados com um determinado regime de terapia, em
comparacao com um regime de terapia em que a imunoglobulina
terapéutica ¢ administrada com menos frequéncia.

No caso da imunoglobulina terapéutica a administrar ser
especifica para um antigénio que estd presente quer no tecido
saudavel, quer no doente, prevalecendo o antigénio mais no
tecido doente em relacdo ao saudavel, torna-se ainda mais
crucial desenvolver um regime de tratamento que tome em
consideracdo os pontos referidos acima. Deste modo, ha um
perigo consideravel de dosagens demasiado elevadas ou
demasiado frequentes poderem conduzir a uma interaccao
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indesejada entre a imunoglobulina terapéutica e o antigénio ao
qual a imunoglobulina terapéutica se liga especificamente.
Estas interaccdes imunoglobulina-tecido saudavel levam a
efeitos secunddrios adversos e/ou tdxicos que podem complicar
um regime de terapia que utiliza a imunoglobulina.

Um destes antigénios presente quer em tecido humano
saudavel, quer doente, ¢é a molécula de adesdo celular
epitelial ("EpCAM", também designado por antigénio 17-1A, KSA,
EGP40, GA733-2, ks 1-4 e esa). O EpCAM é uma glicoproteina de
superficie expressa por células do epitélio simples e células
tumorais derivadas deste. Embora a molécula de EpCAM seja
apresentada na superficie de células de tecido saudéavel, a sua
expressao € supra-regulada no tecido maligno. O EpCAM serve
para aderir a células epiteliais de um modo orientado e
altamente ordenado (Litvinov, J Cell Biol. 1997,139, 1337-
1348). Dados de experiéncias anteriores com ratinhos e ratos
transgénicos que expressam EpCAM humano nos seus epitélios
sugerem que o EpCAM no tecido normal pode, no entanto, néao
estar acessivel a anticorpos administrados de forma sistémica
(McLaughlin, Cancer Immunol. Immunother., 1999,48, 303-311).
Por transformagdo maligna de células epiteliais as células
tumorais de crescimento rdpido deixam de apresentar o elevado

ordenamento celular dos epitélios.

Como consequéncia, a distribuicdo de EpCAM na superficie
torna-se menos restrita e a molécula fica mais exposta nas
células tumorais. Devido a terem a sua origem em células
epiteliais, as células tumorais da maioria dos carcinomas
ainda expressam EpCAM na sua superficie.

No passado, o EpCAM demonstrou ser um alvo compensador
para o tratamento do cancro com imunoglobulinas monoclonais,
em especial em pacientes com doencga residual minima que sofrem
de células tumorais disseminadas que poderdo mais tarde causar
metdstases sdélidas e, desse modo, piorar o progndstico do
paciente. Em pacientes com cancro colorrectal residual minimo,
uma imunoglobulina monoclonal de murino especifica para a
molécula EpCAM diminuiu a taxa de mortalidade em cinco anos em
30%, em comparacdao com pacientes ndo tratados, gquando aplicada
sistemicamente em cinco doses, no espago de gquatro meses apds
cirurgia do tumor primdrio (Riethmuller, Lancet 343 (1994),
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1177-83). Mais recentemente, foi referida a sobre-expressao
forte de EpCAM em cerca de 40% dos pacientes com cancro da
mama e esta estd associada com uma baixa sobrevivéncia global
e livre de doenca (Spizzo et al., Int. J. Cancer 98 (2002),
883- 8). Mais recentemente, a expressao de EpCAM foi analisada
em 3.722 pacientes. Verificou-se gque a expressao de EpCAM é
muito comum em tumores epiteliais, tendo esta expressao sido
observada em mais de 88% das amostras de tumor.
Especificamente, a expressao de EpCAM foi observada em 94,1%
dos cancros do ovario, 94% dos cancros do cdlon, 92,3% dos
cancros do estdmago, 90,1% dos cancros da préstata e 70,9% dos
cancros do pulmao.

Um exemplo de um anticorpo monoclonal (murino) que
reconhece o EpCAM ¢é o Edrecolomab (Panorex) (Koprowski,
Somatic Cell Genet. 1979,5, 957-971 e Herlyn, Cancer Res. ,
1980,40, 717-721;). No entanto, a primeira administracao de

Panorex durante a imunoterapia adjuvante de cancro do cdélon
levou ao desenvolvimento e exacerbacdo de granulomatose de
Wegener, sugerindo que o Panorex deve ser aplicado com cuidado
num paciente com doenca auto-imune (Franz, Onkologie 2000,23,
472-474;) .

As limitacdes do Panorex sdo a formacdao rapida de
anticorpos humanos anti-ratinho (HAMA), a capacidade limitada
para interagir através do seu receptor IgG2a Fcy de murino com
mecanismos imunitdrios efectores humanos e a curta semivida em
circulacao (Frodin, Cancer Res. , 1990,50, 4866-4871). Além
disso, o anticorpo de murino provocou reacg¢des alérgicas do
tipo imediato e anafilaxia, por injeccédo repetida em pacientes
(Riethmuller, Lancet 1994, 343,1177-1183, Riethmiiller, J Clin
Oncol., 1998, 16, 1788-1794 e Mellstedt, Annals New York
Academy of Sciences 2000,910, 254-261).

A ING-1 ¢ outra imunoglobulina anti-EpCAM conhecida
(Lewis, Curr. Op. Mol. Ther. 5,433- 6,2003). A ING-1 & uma
imunoglobulina IgGl guimérica, ratinho-humano, actualmente em
estudos clinicos de fase 1I/II de ©pacientes com tumores
epiteliais avancgados.

Apesar de se verificar que uma dose de 1 mg/kg de
imunoglobulina proporciona o maior efeito em ratinhos que
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foram pré-injectados com células tumorais humanas, esta dose
originou pancreatite em 2 de entre 2 pacientes humanos com
adenocarcinomas (elevacdo de amilase e lipase com dor
abdominal), impedindo o escalonamento posterior da dose.
Verificou-se que a MTD para ING-1 era de apenas 0,3 mg/kg de
peso corporal, aplicados intravenosamente, a cada 3 semanas.
Considerando que a semivida de ING-1 nesta dosagem é de cerca
de 31 horas e assumindo que um adulto médio pesa 75 kg e tem
cerca de 4,25 litros de sangue, o nivel sérico de ING-1 apds
21 dias (i.e., apds 16,25 semividas) teria diminuido abaixo de
7 x 107°, ng/mL sangue, mais de quatro ordens de grandeza do
que o nivel sérico de 1 pg/mL gue se verificou ser necessario
para obter efeitos citoliticos méximos. A MTD de ING-1 impede
assim que o nivel plasmdatico minimo necessario para a
imunoglobulina anti-EpCAM seja mantido.

Existe, deste modo, uma necessidade de um regime de
tratamento que envolva anticorpos anti-EpCAM que possam ser
utilizados para o tratamento do cancro. Deste modo, um
objectivo da presente invencao ¢é proporcionar um regime de
tratamento envolvendo imunoglobulinas anti-EpCAM que
ultrapasse os problemas descritos acima.

SUMARIO DA INVENGAO

A necessidade acima referida é satisfeita utilizando uma
imunoglobulina humana que se liga especificamente ao antigénio
EpCAM humano, tendo a referida imunoglobulina uma semivida
sérica de pelo menos 15 dias apds administracdo a um paciente
humano. A cadeia pesada compreende a sequéncia de SEQ ID NO:1,
a cadeia leve a sequéncia de SEQ ID NO:2.

Podem-se obter alguns efeitos wvantajosos utilizando uma
imunoglobulina anti-EpCAM com uma semivida sérica de pelo
menos 15 dias. De maior relevancia, esta semivida
relativamente longa implica qgue a imunoglobulina anti-EpCAM
administrada como parte do método da invencdo ndo sera
eliminada do sangue tdo rapido quanto outra imunoglobulina com
uma semivida mais curta, por exemplo a de ING-1, como
discutido acima. Assumindo, assim, que uma imunoglobulina
anti-EpCAM que preenche o0s requisitos da imunoglobulina a
utilizar no método da invengao e uma imunoglobulina anti-EpCAM
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gue nao preenche estes requisitos sdo ambas administradas a um
humano em simultdneo e em quantidades absolutas idénticas,
apdés um determinado tempo persistird no soro mails da primeira
imunoglobulina do que da uUltima. Num sentido inverso, a maior
persisténcia no soro permite que seja administrada menos
imunoglobulina anti-EpCAM no  método da invencao, num
determinado espaco de tempo, do que seria possivel para outra
anti-EpCAM com uma semivida mais curta, mantendo ao mesmo
tempo um determinado nivel sérico minimo predeterminado, i.e.,
assegurando ao mesmo tempo que a concentracdo sérica total de
agente terapéutico nunca desce abaixo do nivel minimo
determinado como necessario para obter uma eficdcia continuada
entre duas administrac¢des consecutivas. Isto tem o efeito
vantajoso de se poder administrar menos imunoglobulina anti-
EpCAM do método da invencado, em dqualquer dose particular,
eliminado desse modo a possibilidade de, ou pelo menos
mitigando quaisquer efeitos secunddrios adversos e/ou téxicos.

A semivida relativamente longa da imunoglobulina anti-
EpCAM, tal como utilizada no método da invencgédo, também
implica que a administra¢do nado tem que ocorrer de forma téao
frequente, aumentando assim a qualidade de vida do paciente e
reduzindo o custo total da terapia.

0O facto de a imunoglobulina anti-EpCAM wutilizada no
método da invengdo ser uma imunoglobulina humana reduz, ou até
elimina, a possibilidade de uma resposta imunitaria
indesejada, desenvolvida pelo sistema imunitdrio do paciente
contra a imunoglobulina administrada. Deste modo, os problemas
associados com o8 anticorpos humanos anti-ratinho ("HAMA")
observados quando se utilizam muitas moléculas de
imunoglobulina de murino, ou mesmo moléculas qguiméricas
murino—-humano na terapia, nao constituem um problema de acordo

com o método da invencao.

Apesar de ndo estarem cingidos a teoria, os inventores
acreditam gque uma imunoglobulina anti-EpCAM, tal como
utilizada neste aspecto da invencao, desencadeia um efeito
terapéutico Dbaseado em pelo menos um de dois mecanismos
diferentes in vivo. Um mecanismo é conhecido como
citotoxicidade celular dependente de anticorpos ("ADCC"). Na
ADCC, uma célula ("célula alvo”) que ¢é revestida com
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imunoglobulina é morta por uma célula ("célula efectora™) com
receptores Fc que reconhecem a porg¢ado Fc da imunoglobulina que
reveste a célula alvo. Na maioria dos casos, as células
efectoras que participam na ADCC sao células assassinas
naturais ("NK") que tém na sua superficie, ou o receptor Fc,

Fc—-y-RIII e/ou a molécula CDl6. Deste modo, apenas as células
revestidas com imunoglobulina sao mortas, pelo que a
especificidade da morte celular se correlaciona directamente
com a especificidade de ligagao - aqui a EpCAM- da
imunoglobulina que reveste essas células.

Um outro mecanismo através do qual a imunoglobulina,
utilizada como descrito na presente invencao, desencadeia um
efeito terapéutico é conhecido como citotoxicidade dependente
do complemento ("CDC"). Na CDC, duas imunoglobulinas idénticas
ligam-se a dois antigénios idénticos (por exemplo, aqui EpCAM)
na superficie de uma célula alvo, de modo que as suas porcgdes
Fc respectivas ficam prdximas uma da outra. Este cendrio atrai
proteinas do complemento, entre estas proteinas do
complemento, entre estas proteinas do complemento clg e c3 e
c9, sendo gque esta ultima cria um poro na célula alvo. A
célula alvo é morta por esta perfuracgdo. Ao mesmo tempo, a(s)
célula alvo também fica decorada noutros locais na sua
superficie, num processo designado por opsonizacao. Esta
decoracdo atrai células efectoras que matam entdo af(s) célula
alvo de um modo andlogo ao descrito acima no contexto do
mecanismo ADCC.

Devido a semivida longa da imunoglobulina utilizada no
método de acordo com este aspecto da invencao, o beneficio de
um ou ambos 08 mecanismos acima descritos pode ser explorado
por mais tempo e a niveis mais elevados do que ¢é possivel
utilizando uma imunoglobulina anti-EpCAM com uma semivida mais
curta.

De acordo com este aspecto da invencdo, a imunoglobulina
anti-EpCAM é administrada a um paciente com uma frequéncia néao
superior a uma vez por semana, de preferéncia com uma
frequéncia nao superior a uma vez de duas em duas semanas. A
este respeito, é explorada a semivida sérica vantajosamente
longa da imunoglobulina anti-EpCAM. No caso de a administracgao

ocorrer uma vez POor semana, apenas serd necessario administrar
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pequenas quantidades de imunoglobulina em qualquer
administracdao, uma vez gque mais de metade da imunoglobulina
previamente administrada ird permanecer no sangue do paciente.

Isto porgue uma semana ¢é menos do que a semivida de
aproximadamente 15 dias da imunoglobulina previamente
administrada.

No caso da administracdo ocorrer cerca de uma vez de duas
em duas semanas, a frequéncia de dosagem de acordo com ©
método da invencdo corresponde aproximadamente a semivida da
imunoglobulina. Deste modo, 0 nivel sérico desta
imunoglobulina no intervalo entre duas administracdes
consecutivas nunca diminuird mais do que cerca de metade da
sua quantidade, 1imediatamente apds a administracao anterior
respectiva. Isto significa que a dosagem de qualquer
administragao particular nao necessita ser maior do que a
quantidade necessdria para originar, imediatamente apds a
administracao, aproximadamente duas vezes o nivel sérico
minimo predeterminado, alcancado na altura da administracao
seguinte.

Em geral, podem-se definir duas fases de administracgao:
Uma primeira *“fase de carga”, em que uma ou mais doses de
carga sao administradas de modo a se atingir um determinado
nivel plasmatico estacionadario de imunoglobulina e uma “fase de
manutencgdo”, em que se administram doses multiplas de modo a
manter o nivel plasmatico de imunoglobulina desejado. A dose
de carga é tipicamente administrada numa quantidade maior e/ou
numa sucessao mais frequente do que as Uultimas doses de
manutencdo, mantendo assim a duracdao da fase de carga num

minimo.

De acordo com os regimes de dosagem actuais qgue néao
correspondem ao presente aspecto da invencdo, o médico tem
duas op¢des: ou a imunoglobulina anti-EpCAM € administrada
numa quantidade inicial suficientemente elevada para
assegurar, apds a sua rapida eliminacdo do corpo, que o nivel
sérico minimo é mantido antes da prdéxima administracao (caso
em que a dose inicial elevada iréd provavelmente causar efeitos
secunddarios adversos e/ou tdxicos, tals como pancreatite); ou
a 1imunoglobulina anti-EpCAM é administrada numa gquantidade
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inicial suficientemente baixa para evitar efeitos secundarios
adversos e/ou toéxicos (caso em que o nivel sérico da
imunoglobulina anti-EpCAM desce abaixo do nivel sérico minimo
antes da prdxima administracao, levando a uma perda de efeito
terapéutico). O compromisso ¢é aumentar a frequéncia de
administracao da dosagem baixa, levando a uma perda
significativa da qualidade de vida do paciente.

Pelo contrdrio, o método de acordo com este aspecto da
invencao estabelece um equilibrio em que, por um lado, se
podem administrar doses individuais em gquantidades que nao
levam a efeitos secunddrios adversos e/ou tdéxicos e, por outro
lado, a quantidade de imunoglobulina terapéutica no soro nao
desce abaixo do nivel sérico minimo necessdario para um efeito
terapéutico continuado entre administrac¢cdes consecutivas. O
ritmo de pelo menos cerca de uma semana entre duas
administrag¢des consecutivas, de preferéncia pelo menos cerca
de duas semanas entre duas administracdes consecutivas permite
este equilibrio, ndo diminuindo ao mesmo tempo a qualidade de
vida do paciente.

De acordo com uma concretizagdao da invengdo, o nivel
sérico do anticorpo anti-EpCAM ainda presente de uma
administragcao anterior ¢é verificado no sangue, antes de
efectuar a administracdo seguinte. Deste modo, o médico pode
evitar readministrar a imunoglobulina anti-EpCAM demasiado
cedo, como seria o caso, por exemplo, sSe ainda existisse
bastante imunoglobulina anti-EpCAM no sangue do paciente, da
administracgcao anterior. Uma sobredosagem acidental, gque pode
levar a efeitos secundadrios adversos e/ou tdéxicos, € assim
evitada para um anticorpo anti-EpCAM para o qual a semivida
exacta nao seja ainda conhecida. Ao mesmo tempo, o médico
ganha um maior conhecimento sobre a taxa de eliminagdao da
imunoglobulina anti-EpCAM wutilizada a partir desta medicgao
intercalar, que em qgualquer caso ocorre pelo menos duas
semanas apdés uma administracdo prévia respectiva. Este
conhecimento pode ser importante para ajustar de um modo mais
fino o esquema de administracdao subsequente.

Este ajuste fino pode significar, com vantagem, esperar
significativamente mais do que uma semana, ou de preferéncia
mais tempo do gque cerca de duas semanas entre administracdes
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consecutivas, aumentando assim ainda mais a qualidade de vida
do paciente.

Com vantagem, esta verificagdo intercalar do nivel sérico
da imunoglobulina anti-EpCAM no sangue do paciente pode ser
realizada do seguinte  modo. Primeiro, o médico pode
determinar, apdés um periodo de pelo menos uma semana apds a
Gtltima administracdo respectiva da referida imunoglobulina,
mas antes da prdéxima administracdo respectiva da referida
imunoglobulina, o nivel sérico da referida imunoglobulina
ainda presente no sangue do referido paciente, obtendo assim
um valor intermédio do nivel sérico para a referida
imunoglobulina. Este valor intermédio do nivel sérico para a
referida imunoglobulina ¢é entdo comparado com um valor de
nivel sérico minimo predeterminado para a referida
imunoglobulina. Se o valor intermédio do nivel sérico para a
referida imunoglobulina ¢é bem acima do nivel sérico minimo
predeterminado para a referida imunoglobulina, entdo o médico
pode decidir, com vantagem, esperar ainda mais tempo para qgue
o nivel sérico da imunoglobulina anti-EpCAM decresca ainda
mais. Nesta altura, os passos acima referidos podem ser
repetidos de modo a obter um novo nivel sérico intermédio da
referida imunoglobulina que terda entdo diminuido para um valor
mais proéximo do nivel sérico minimo predeterminado. Em
qualquer caso, nao se deve esperar demasiado para que o nivel
sérico intermédio determinado para a imunoglobulina desca
abaixo do nivel sérico minimo predeterminado para essa
imunoglobulina. Quando o médico estabelece, possivelmente por
ciclos de espera repetidos, determinando o nivel sérico
intermédio e comparando este nivel sérico intermédio com o
nivel sérico minimo predeterminado para uma imunoglobulina
anti-EpCAM particular, gque o nivel sérico intermédio desta
imunoglobulina diminuiu para uma determinada percentagem do
referido nivel sérico minimo, a administracdao seguinte
respectiva da imunoglobulina anti-EpCAM pode ser efectuada de
forma a trazer o nivel sérico da imunoglobulina anti-EpCAM de
novo para um nivel adequado para o prdéximo ciclo de
eliminacdao. Com vantagem, esta determinada percentagem pode
corresponder a um nivel sérico que é entre 15%, de preferéncia
entre 10%, muito preferencialmente entre 5% do nivel sérico
minimo predeterminado para a imunoglobulina anti-EpCAM
particular, utilizada.
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Com vantagem, o nivel sérico intermédio de imunoglobulina
pode ser medido por qualquer método conhecido de um perito na
arte, ©por exemplo por imunoensaio. Por exemplo, pode-se
utilizar um ensaio de imunofluorescéncia, um radioimunoensaio
ou um ensaio imunocabsorvente ligado a enzimas-ELISA para este
fim, sendo preferido o ultimo.

Numa concretizacdao preferida deste aspecto da invencao, a
imunoglobulina anti-EpCAM humana ¢é administrada com uma
frequéncia néo superior a uma vez de duas em duas semanas.
Numa concretizacdo especialmente preferida, a administracao
ocorre em intervalos de duas semanas, em que cada dose
subsequente ¢é equivalente em quantidade a primeira dose
administrada, i.e., todas as doses sao feitas na mesma
quantidade. A administracao deste modo ¢é suficiente para
manter um nivel sérico de imunoglobulina gque nunca decai
abaixo do nivel sérico minimo predeterminado, necessario para
um efeito terapéutico benéfico desta imunoglobulina, evitando
ao mesmo tempo, ou evitando em grande medida, efeitos

secundarios adversos e/ou tdéxicos.

No entanto, noutra concretizacdo, também se preconizam
frequéncias de administracdao de mais do que, ou muito mais do
que duas semanas. No caso de a imunoglobulina ser administrada
em intervalos de tempo maiores do gque duas semanas, a
quantidade de anticorpo administrada em qualquer altura,
subsequentemente a dose inicial, devera ser maior do gque uma
dose inicial administrada na expectativa de uma administracao
subsequente em duas semanas. A quantidade em que esta dose
subsequente administrada apds mais do que duas semanas pode
ser maior do que uma dose administrada apds duas semanas, pode
ser determinada numa base caso a caso, por exemplo, por meio
de simulacgdes farmacocinéticas (e.g., com WinNonlin 4.0.1
(Pharsight Corporation, EUA; 2001) tais como as descritas nos
exemplos da presente descrigdo. Um perito na arte conhece o
modo de construir e/ou aplicar estas simulacdes. Estas
simulacdes sao vantajosamente construidas de modo a que, apds
uma administracao respectiva, o nivel de imunoglobulina anti-
EpCAM no soro do paciente nao decail abaixo do nivel sérico
minimo determinado como necessario para uma eficéacia
terapéutica.



EP 1 713 830/PT
12

A semivida sérica longa da imunoglobulina anti-EpCAM
humana assegura gque ao longo deste periodo longo entre
administracdes, por exemplo trés ou mesmo quatro semanas, ou
qualquer periodo intermédio de 2 a 5 semanas, o nivel sérico
minimo predeterminado necessdrio para eficdcia terapéutica é
mantido.

Por outras palavras, a semivida longa da imunoglobulina
anti-EpCAM humana (i.e., cerca de 15 dias) assegura gque uma
quantidade significativa desta imunoglobulina ainda estara
ainda presente no soro, de uma administracdo prévia,
respectiva. Como resultado, serd necessdario administrar menos
imunoglobulina anti-EpCAM humana com a semivida de cerca de
15 dias, do que seria necessdrio para um anticorpo sem esta
semivida sérica longa. Isto reduz o risco de efeitos
secundarios adversos e/ou tdéxicos.

Deve referir-se que estes esquemas de administracao
prolongados e as multiplas vantagens associadas com 0S mesmos
(ver acima) seriam impossiveis com uma imunoglobulina anti-
EpCAM que tenha uma semivida curta, mantendo ao mesmo tempo um
efeito terapéutico (por exemplo com a imunoglobulina anti-
EpCAM ING-1, para a qual fol medida uma semivida sérica em
humanos entre 17 a 31 horas). Para assegurar gque pelo menos a
quantidade predeterminada de nivel sérico minimo desta
imunoglobulina anti-EpCAM permanece no SOro até a
administracdo seguinte, seria necessadrio administrar tanta
imunoglobulina anti-EpCAM que provavelmente haveria efeitos
secunddrios adversos e/ou tdéxicos. Por outro lado, evitando
estes efeitos secundarios adversos e/ou todxicos por
administracdao de uma quantidade inferior desta imunoglobulina
anti-EpCAM levaria a uma perda de efeito terapéutico em algum
ponto entre as duas administracgdes, em que a quantidade de
imunoglobulina que persiste no sangue decail abaixo do nivel
sérico minimo.

Obviamente, se determinado clinicamente necessario ou
vantajoso, pode-se administrar, noutra concretizacgdo, uma
imunoglobulina anti-EpCAM humana com uma semivida de cerca de
15 dias em intervalos de tempo inferiores a duas semanas, por
exemplo em intervalos de 1 semana ou qualquer periodo
intermédio de 1 semana a 2 semanas. Apesar de um cendrio deste
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tipo nao explorar totalmente a semivida longa de cerca de 15
dias, ha, no entanto, situagdes clinicas em que esta
administracdo pode ser desejavel. De forma a evitar uma
acumulacao indesejada da imunoglobulina anti-EpCAM humana no
paciente, ao longo do tempo, é preferivel reduzir a quantidade
de anti-EpCAM humana administrada nestes intervalos mais
curtos, em relacdo a quantidade gque seria necessario
administrar num ritmo de administracao bissemanal. A
quantidade em que esta dose subsequente administrada apds
menos de duas semanas deve ser inferior a uma dose
administrada apds duas semanas, pode ser determinada numa base
caso a caso, por exemplo, por meio de simulacdes
farmacocinéticas, tais como as descritas nos exemplos anexos
da presente descricadao. Um perito na arte conhece a forma de
construir e/ou aplicar estas simulacdes. Estas simulacdes sao
construidas, com vantagem, de modo a que, apobds uma
administragao respectiva, nédo seja permitido que o nivel de
imunoglobulina anti-EpCAM no soro do paciente desca abaixo do
nivel sérico minimo determinado como necessario para uma

eficdcia terapéutica.

De acordo com um concretizacgdo, a administracdo pode ser
intravenosa, intraperitoneal, subcuténea, intramuscular,
tdépica ou intradérmica. Alternativamente, pode-se utilizar um
destes métodos de administracdo, como adequado. Também se
preconizam protocolos de co-administracao com outros
compostos, e.g., construgcdes de anticorpo Dbiespecificas,
toxinas dirigidas para alvos ou outros compostos, que actuam
via células T ou outros compostos, tais como agentes
antineoplédsicos que actuam por outros mecanismos. O regime
clinico para co-administracdo da imunoglobulina anti-EpCAM
pode incluir a co-administracdo ao mesmo tempo, antes ou
depois da administracdo do outro componente.

Com vantagem, a doenca tumoral & seleccionada de entre
cancro da mama, cancro epitelial, carcinoma hepatocelular,
cancro colangiocelular, cancro do estdmago, cancro do cdlon,
cancro da préstata, cancro da cabeca e pescogo, cancro da pele
(melanoma), um cancro do tracto urogenital, e.g., cancro dos
ovarios, cancro endometrial, cancro cervical, e cancro do rim;
cancro do pulmdo, cancro gastrico, um cancro do intestino
delgado, cancro do figado, cancro do péancreas, cancro da
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bexiga, cancro do ducto biliar, cancro do esdéfago, cancro das
gléndulas salivares ou um cancro da glandula tirdide.

Noutra concretizacdo, a doenca também pode ser uma doenca
residual minima, de preferéncia um tumor sdélido precoce, tumor
sélido avancado, ou  tumor sélido metastatico que se
caracteriza por recorréncia 1local e nédo 1local do tumor,
causada pela sobrevivéncia de células individuais.

Numa concretizacao especialmente preferida deste aspecto
da invencao, a doencga tumoral é cancro da prdstata ou cancro
da mama. A imunoglobulina anti-EpCAM humana administrada é uma
que compreende uma cadeia pesada de imunoglobulina com uma
sequéncia de aminodcido como descrito na SEQ ID NO:1 e uma
cadeia leve de imunoglobulina com uma sequéncia de aminodacido
como descrito na SEQ ID NO: 2. Quando se administra uma destas
imunoglobulinas anti-EpCAM humanas, ¢ preferido que esta seja
administrada numa guantidade de dosagem respectiva de 1-
7 mg/kg de peso corporal, ainda mais preferencialmente 2-
6 mg/kg de peso corporal, cerca de uma vez de duas em duas
semanas.

Outro aspecto da invencadao proporciona a utilizacdo de uma
imunoglobulina humana que se liga especificamente ao antigénio
EpCAM humano, sendo que a referida imunoglobulina exibe uma
semivida sérica de pelo menos 15 dias e estd descrita na
reivindicacdao 1, para a preparacdo de um medicamento para
tratar doengas tumorais. Alternativamente, pode-se utilizar
uma composicdo que compreende uma imunoglobulina deste tipo
para preparar o medicamento acima.

0O medicamento pode entdo ser administrado, com vantagem,
de acordo com o esquema de dosagem descrito acima para o

método de tratamento de uma doenga tumoral.

De acordo com uma concretizacdo deste aspecto da

invencao, o) medicamento preparado é adequado para
administracao por via intravenosa, intraperitoneal,
subcuténea, intramuscular, tépica ou intradérmica.

Alternativamente, a administracdo pode ocorrer pPor uma
combinacdo de mais do que uma destas vias, conforme adequado.
Também se preconizam protocolos de co-administracao com outros
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compostos, e.g., construcdes de anticorpos Dbiespecificos,
toxinas direccionadas para alvos, ou outros compostos que
actuam através de células T ou outros compostos, tais como
agentes antineopldsicos que actuam através de outros
mecanismos. O regime clinico para co-administracao da
imunoglobulina anti-EpCAM pode incluir a co-administracgdo ao
mesmo tempo, antes ou depois da administracdao do outro
componente.

Com vantagem, a doenca tumoral é cancro da mama, cancro
epitelial, cancro hepatocelular, carcinoma, cancro
colangiocelular, cancro do estdmago, cancro do cdbélon, cancro
da préstata, cancro da cabegca e pescogo, cancro da pele
(melanoma), cancro do tracto urogenital e.g., cancro dos
ovarios, cancro do endométrio, cancro cervical e cancro do
rim; cancro do pulmdo, cancro gastrico, um cancro do intestino
delgado, cancro do figado, cancro do péancreas, cancro da
bexiga, cancro do ducto biliar, cancro do esdéfago, cancro das
glédndulas salivares ou um cancro da glandula tirdide.

Noutra concretizacado, a doenca também pode ser uma doenca
residual minima, de preferéncia um tumor sdélido precoce, tumor
s6lido avancado ou tumor s6lido metastatico, que se
caracteriza por recorréncia local e nao 1local do tumor,

causada por sobrevivéncia de células individuais.

Noutro aspecto, a invencao refere-se a uma imunoglobulina
humana que se liga especificamente ao antigénio EpCAM,
caracterizada ©por a referida imunoglobulina exibir uma
semivida sérica de pelo menos 15 dias, apds administracdao a um
paciente humano. As vantagens associadas com uma semivida
sérica longa foram enumeradas acima, no ambito da utilizacao
de um anticorpo deste tipo num método de tratamento para
doencas tumorais. E preferido que a imunoglobulina exiba uma
semivida sérica de 20 dias, 19 dias, 18 dias, 17 dias, 16 dias
ou 15 dias. E especialmente preferida uma semivida sérica de
cerca de 15 dias.

De acordo com a invencao, a semivida da imunoglobulina
humana ¢ de 15 dias e a imunoglobulina humana compreende uma
cadeia pesada de imunoglobulina com uma sequéncia de
aminodcidos como descrito na SEQ ID NO: 1 e uma cadeia leve de
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imunoglobulina com uma sequéncia de aminodcidos como descrito
na SEQ ID NO: 2.

Outro aspecto da invencao proporciona uma composicao que
compreende uma imunoglobulina anti-EpCAM humana como descrito
acima. Esta composicdo pode ser administrada, com vantagem, a
um paciente humano, como parte de um regime de terapia para
tratar uma doenca. Tendo em conta a prevaléncia da expressao
da molécula EpCAM em doengas tumorais, ¢é especialmente
preferido que esta composicado possa ser administrada como
parte de um regime terapéutico destinado a tratar esta doenca
tumoral. As doencgas tumorais que podem ser tratadas, com
vantagem, por administracao desta composicdo de acordo com
este aspecto da invencdao incluem cancro da mama, Ccancro
epitelial, carcinoma hepatocelular, cancro colangiocelular,
cancro do estdémago, cancro do c¢dlon, cancro da probstata,
cancro da cabeca e pescogo, cancro da pele (melanoma), um
cancro do tracto urogenital, e.g., cancro dos ovarios, cancro
endometrial, cancro cervical e cancro dos rins; cancro do
pulmdo, cancro gastrico, um cancro do intestino delgado,
cancro do figado, cancro do péancreas, cancro da bexiga, um
cancro do ducto biliar, cancro do eséfago, cancro das
glédndulas salivares ou um cancro da glandula tirdide.

Noutra concretizacdo, a doenca também pode ser uma doenca
residual minima, de preferéncia um tumor sdélido precoce, tumor
sé6lido avancado, ou  tumor sélido metastatico, que se
caracteriza por recorréncia local e nao 1local do tumor,

causada por sobrevivéncia de células individuais.

Estd no éambito deste aspecto da invencdo qgue estas
doencas tumorais possam ser tratadas quer isoladas, quer em
combinacao, tendo a combinacao destas doencas resultado, por
exemplo, da propagacdo metastdtica de uma doenca tumoral
primédria que leva a uma doenga tumoral secundédria, maltipla.

Tal como aqui utilizados, 0s termos "anticorpo",
"molécula de anticorpo", "ing" e "molécula 1ing" devem ser
entendidos Como equivalentes. Quando adequado, qualquer

utilizacdo do plural implica o singular e qualguer utilizacao
do singular implica o plural.
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DESCRIGCAO SUMARIA DAS FIGURAS

As figuras seguintes fazem parte do presente pedido e sao
incluidas para demonstrar melhor alguns aspectos da presente
invencao. A invencgao pode ser melhor entendida com referéncia
a uma ou mais destas figuras, em combinacdo com a descricao
detalhada de concretizacgdes especificas aqui apresentadas.

FIGURA 1. Esquemas de dosagem para coortes de fase I

FIGURA 2. Concentracgdo plasmatica de imunoglobulina anti-EpCAM

versus tempo, por coorte

FIGURA 3. Parémetros farmacocinéticos de coortes de pacientes
apdés uma unica dose de imunoglobulina anti-EpCAM

FIGURA 4. Parédmetros farmacocinéticos de coortes de pacientes
apdés doses multiplas de imunoglobulinas anti-EpCAM

FIGURA 5. Representagdo esquemdtica de um modelo de trés

compartimentos

FIGURA 6. Os niveis plasmaticos de pico e minimo de
imunoglobulina anti-EpCAM com um nivel minimo alvo de 30 ug/mL

FIGURA 7. Niveis plasmaticos de pico e minimo de
imunoglobulina anti-EpCAM com um nivel minimo alvo de 10 ug/mL

FIGURAS 8A-F. Coloracao imuno-histoldégica de tecidos que
expressam EpCAM

FIGURA 9. Valores medianos de pontuacdes histoldgicas semi-
quantitativas de EpCAM em pacientes com varias doencas de
figado.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

Exemplo 1: Aquisicdo de dados farmacocinéticos medidos no

estudo de fase I.

Coortes. As farmacocinéticas de uma imunoglobulina anti-
EpCAM caracterizada por SEQ ID NO:1 e 2 (daqui para a frente
"Anti-EpCAM") foram investigadas em pacientes com cancro da
prbostata refractdria a hormonas, apobds duas infusdes
intravenosas individuais, a um intervalo de tempo de 14 dias.
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As dosagens administradas eram de 10, 20, 40, 64, 102, 164 e
262 mg/m? de 4drea de superficie corporal. Dois ou trés
pacientes em cada nivel de dosagem foram tratados no dia 1 e
dia 15. Recolheram-se amostras de sangue a 29-31 pontos de
tempo de amostragem, desde o dia 1 até ao dia 70 (56 dias apds
a segunda administracdo). As concentracgdes séricas de Anti-
EpCAM foram medidas por um método ELISA especifico. O ELISA
foi realizado como um ELISA sanduiche tipico, tendo-se
utilizado um anticorpo de rato anti-Anti-EpCAM como anticorpo
de captura e um anticorpo de galinha anti-Anti-EpCAM como
anticorpo de deteccdo (como descrito em Sambrook, Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Os esquemas de
dosagem utilizados para as coortes de pacientes de fase I sao
apresentados na FIGURA 1. O simbolo "~" na coluna 3 da
FIGURA 1 denota que os valores calculados para as doses, gue
tém as unidades mg/kg, sdo o resultado de doses médias
(calculadas em relagdo ao numero de pacientes na coorte
respectiva) dividas pelo peso corporal médio (também calculado
em relacdao ao numero de pacientes na coorte respectiva). Deste
modo, um valor de dosagem respectiva representa o quociente de
dois valores médios.

Concentragdes séricas. Os niveis séricos de Anti-EpCAM
(valores médios + DP de 2-3 determinacg¢des) foram medidos nos
pacientes individuais apobds duas infusdes intravenosas
individuais de Anti-EpCAM. Uma comparacao dos perfis
individuais nas coortes individuais esta representada na
FIGURA 2. Os perfis de concentracadao média/tempo (médias
aritméticas) obtidos para todos os grupos de doses, de
pacientes com cancro da préstata refractdrio a hormonas apds
duas infusdes intravenosas simples a um intervalo de tempo de
14 dias sao apresentados na FIGURA 2.

Esquema de dosagem simplificado. Os pacientes receberam
uma dosagem personalizada que foi calculada em mg de Anti-
EpCAM/m? de drea de superficie corporal. Devido a consisténcia
dos perfis séricos observados para os diferentes pacientes num
grupo de dose, analisou-se se seria possivel uma simplificacéo
do esquema de dosagem. Para este fim, os perfis das coortes 5,
6 e 7 foram normalizados para uma dose total igual de 500 mg e
os resultados foram comparados em relacdo a variabilidade dos
niveis séricos.
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Para os 9 pacientes, uma normalizacdo da dose para uma
dose total de 500 mg originou niveis séricos que variam por um
coeficiente médio (% CV) de 26,6%. 0O coeficiente de variacéao
variou entre 14,8 a 67,3%, sendo a variacao mais elevada
observada a niveis séricos mais baixos. Com Dbase nestes
resultados, considerou-se possivel uma simplificag¢dao do regime
de dose para uma dose total.

Farmacocinéticas: Avaliacgéo nao compartimental. Na
Figura 3 apresenta-se um sumdrio dos principais parametros
farmacocinéticos (médias aritméticas) calculados para
pacientes de todas as sete coortes com cancro de préstata
refractdrio a hormonas, apds a primeira infusdo intravenosa
(dose unica) de Anti-EpCAM. Na figura 4 apresentam-se o0s
principais parémetros farmacocinéticos (médias aritméticas) de
Anti-EpCAM apdés a segunda administragdao intravenosa (dose
multipla) no dia 14.

As definigdes dos termos utilizados nas Figuras 3 e 4 séao
como se seqgue. Cux refere—-se a concentracdo maxima (medida).
AUCr refere-se a &rea sob a curva de concentracao/tempo (AUC)
observada num intervalo de dose (r = 14 dias) calculado com a
regra trapezoidal de 14 a 28 dias (para dose multipla). AUCryr
refere-se a AUC calculada utilizando a regra trapezoidal de
0 horas até infinito, de acordo com a férmula AUCe» = AUCz +
Cz/ke. t!/? refere-se a semivida terminal aparente (1ln2/Az), em
que o termo “médio” se refere a média de valores multiplos
determinados para a semivida sérica; o termo T"aparente"
refere-se a extrapolacdo de um ajuste de uma curva a valores
farmacocinéticos seleccionados a um ponto de tempo infinito,
de modo que a quantidade de imunoglobulina presente no soro de
um paciente no tempo infinito decai assimptoticamente para
zero; e o termo "terminal" refere-se a este ponto de tempo
infinito. O ©pardmetro t ¢é um pardmetro farmacocinético
convencional utilizado como factor de multiplicacdao constante
e o paradmetro =z denota qualquer ponto de tempo z. Clgs
refere-se a eliminacdo corporal total, calculada de acordo com
a férmula Dose/AUC. Vg, refere-se ao volume de distribuicao
aparente. Vz refere-se ao volume de distribuigao médio. CL
refere-se ao volume de eliminacdo médio.
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A semivida terminal aparente média (t'/?) foi determinada
como sendo de 6,72 + 0,88 dias apds uma dose unica (calculada
a partir de 7-14 dias) e 14,74 + 4,23 dias apdés administracdo
de doses multiplas (calculadas a partir dos trés ultimos
pontos de amostragem, 1i.e., 28-42 dias ou 35-70 dias). Os
valores de semivida diferentes sao devido ao periodo de
observacdo claramente mais longo apds a segunda dose,
tornando—-se os valores de semivida medidos tanto mais precisos
quanto por mais tempo os valores sao medidos, como resultado
de um melhor ajuste a curva.

Deste modo, o valor para tY? de 14,74 + 4,23 dias
representa o valor mais preciso para tY?2, uma vez que este foi

medido durante um periodo de tempo longo.

Apds a primeira administragdo determinou-se um Vz de
10,4 L e um volume de eliminacdo médio de 1,1 L/dia. Estes
dados estdo em concordédncia com os resultados calculados para
a segunda dose, com um Vz médio de 11,5 L e um volume de
eliminacdo médio (CL) de 1,0 L/dia. Além disso, estes dados
sdo comparavels entre todos os grupos de doses (coeficiente de
variacdo de 8,2 a 14,8%). Como resultado, ndo se observou uma
dependéncia da dose, nem para o parametro Vz, nem para o
pardmetro CL.

Linearidade da Dose. A relacao entre a dose e 0s
parametros Craxr AUCq1timo(0-14) /AUCT (14-28) e AUCins foi
determinada. Para todos 0Ss parédmetros (Craxs
AUCqitino(0-14) /AUCT(14-28y € AUCi,r) pode-se assumir um aumento
linear com a dose, na gama de doses analisadas.

Farmacocinética: avaliagdo compartimental

A andlise compartimental baseou-se em dois modelos
diferentes que necessitam de uma infusao constante do farmaco.
Para determinar o melhor modelo compartimental,
seleccionaram-se os dados obtidos a partir da coorte 6,
referentes a concentracdao média versus tempo. Para ambas as
avaliacdes, o perfil apds a segunda dose foi aplicado devido a
uma maior tempo de observacdo apds a administracgao.

De modo a investigar o melhor ajuste, utilizaram-se os
seguintes modelos compartimentais:
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Avaliacgédo de 2 Compartimentos
Avaliacédo de 3 Compartimentos

Com ambos os modelos foi possivel uma avaliagao, no
entanto, obteve-se um ajuste claramente melhor com a andlise
de 3 compartimentos. A congruéncia entre Y observado e Y
previsto era notavelmente melhor apds a andlise de
3 compartimentos. Por este motivo, todas as outras avaliacgdes
foram realizadas com base neste modelo de 3 compartimentos.

As farmacocinéticas de Anti-EpCAM foram investigadas em
pacientes apds uma infusdao intravenosa de curto prazo de 10,
20, 40, 102, 164 e 262 mg/m’ de &rea de superficie corporal.
Trataram-se dois ou trés pacientes por coorte. Recolheram-se
amostras de sangue durante um periodo de tempo de 42 ou
70 dias. As concentracdes séricas de Anti-EpCAM foram medidas
por um método ELISA. Foi possivel obter e avaliar para todos
os pacientes, perfis séricos completos de até 42 ou 70 dias.

O volume de eliminacdao e volume de distribuicao néao
apresentaram dependéncia da dose e nenhuma diferenca relevante
apds a primeira e a segunda doses. Com base nos dados de
7 coortes, pode-se assumir uma linearidade da dose para os
pardmetros Cupax, AUCr, AUCpitine € AUCiyr na gama de dosagens
investigadas.

A andlise compartimental mostrou um declinio de terceira
ordem das concentracdes séricas de Anti-EpCAM, com semividas

de 0,565 dias (tisza), 3,78 (ti/2g) e 13,3 dias (Li/oz) .

Como esperado a partir da semivida terminal
(aproximadamente duas semanas), as simulacgbes de varios
regimes de dose produziram os melhores resultados para um
esquema bissemanal. A simulacdo de uma dose semanal levou a
uma acumulacdo, enquanto que a administracdao a cada 4 semanas
resultou numa diminuicdo dos niveis séricos de Anti-EpCAM.
Tendo em vista alcancar o alvo através de niveis tédo réapido
quanto possivel, recomenda-se uma dose de carga com o dobro da
quantidade, em comparacdo com a dose de manutencéo.
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Exemplo 2: Modelacdo da estratégia de doseamento de Anti-EpCAM

baseada em dados medidos, obtidos no estudo de fase I

O regime de dosagem e duracadao do tratamento seleccionados
para este estudo baseiam-se na modelacao farmacocinética dos
resultados do estudo clinico de fase I/IT com Anti-EpCAM, em
pacientes com cancro da préstata. O objectivo das simulacgdes
era encontrar um esquema de doseamento para Anti-EpCAM para se
obterem niveis séricos minimos de 10 e 30 pg/mL,

respectivamente.

Com base em experiéncias pré-clinicas, € esperado qgue
niveis séricos minimos de 10 ug/mL sejam eficazes para
actividade antitumoral de Anti-EpCAM. No entanto, nao se pode
pbr de parte a hipdtese de doses mais elevadas poderem ser
mais eficazes. Deste modo, uma segunda dose, calculada para se
obter um nivel sérico minimo de 30 pg/mL, deve ser avaliada em
ensaios clinicos. Nao é esperada nenhuma toxicidade adicional
com esta concentragdo sérica minima uma vez dgue os valores
Cmax e AUC nao excedem o0s observados em estudos clinicos de
fase I.

Devido ao melhor ajuste, todas as simulacdes se basearam
em dados de avaliacado de 3 compartimentos das coortes 5 a 7.

O objectivo das simulacdes era determinar o esquema de
administracdo o¢éptimo e a dose necessaria, tendo em conta a
frequéncia (semanal, bissemanal, a cada 4 semanas), diferentes
niveis minimos (10 ug/mL, 30 upg/mL Anti-EpCAM) e avaliar o
beneficio de uma dose de carga de Anti-EpCAM.

Como € esperado a partir do valor de semivida terminal de
cerca de duas semanas, o regime de dosagem bissemanal levou
aos melhores resultados. Aplicando uma frequéncia de
administracdao de 7 dias e 28 dias, a simulacdo resultou numa
acumulacdo ou numa ligeira diminuicdo dos niveis séricos,
respectivamente. A aplicacdo de uma dose de carga (LD)
permitiu atingir de imediato os niveis minimos necessarios. As
doses seguintes e niveis séricos minimo e maximo
correspondentes foram simulados para administracdo intravenosa
de Anti-EpCAM.
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Administragdo a cada 14 dias. Como esperado a partir da
semivida terminal de Anti-EpCAM, a administracdo bissemanal
resultou em perfis simulados com valores Cpin © Crax constantes
e portanto podem ser vistos como o regime de dosagem
recomendado. Deste modo, o modelo bissemanal foi escolhido
para calculo das doses necessarias para atingir niveis minimos
alvo de 10 e 30 pg/mL de Anti-EpCAM.

Os parédmetros iniciais para os cédlculos foram obtidos por
avaliacao compartimental.

Dados de estudo: medicdes farmacocinéticas obtidas no estudo
de fase I/II do cancro da préstata.

Software: WinNonlin 4.0. 1 (Pharsight Corporation, EUA; 2001)

Modelo: PK Modelo 19 (infusdo IV de 3 compartimentos, macro-
constantes, sem tempo de espera, eliminacdo de 12 ordem,
ponderacédo uniforme).

A FIGURA 5 é uma representacdo esquemdtica do modelo de
trés compartimentos, em que 'l' representa o compartimento
central e 27 e '3 representam dois compartimentos
periféricos diferentes. O compartimento central esta em
equilibrio imediato com o plasma. O compartimento periférico
requer algum tempo para atingir um equilibrio com o
compartimento central apdés uma administracdo de um férmaco.
K13, K31, K12, K21, K10 sao as constantes de velocidade
respectivas, em que a ordem dos numerais 13, 31, etc. denota a
direccao de passagem do Anti-EpCAM.

As simulacdes foram alargadas para um periodo de
120 dias, embora os dados do estudo original fossem limitados
a um periodo de 70 dias. As simulac¢des basearam-se numa fase
de carga (i.e. , administracdao de um fdrmaco nos dias 1,8, e
15) e uma fase de manutencao (i.e. , administracdo do farmaco
nos dias 29 e a cada 14 dias dai para a frente):

Grupo A (dose baixa): fase de carga de 2 mg de Anti-EpCAM/kg
de peso corporal, semanalmente (dias 1,8, 15), seguido de
23 doses de manutencdo de 2 mg de Anti-EpCAM/kg de peso
corporal, a cada segunda semana.
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Grupo B (dose elevada): fase de carga de 6 mg de Anti-EpCAM/kg
de peso corporal, semanalmente (dias 1, 8, 15), seguido de
23 doses de manutencdo de 6 mg de Anti-EpCAM/kg de peso
corporal, a cada segunda semana.

As doses pretendidas neste estudo levaram a paréametros
farmacocinéticos (i.e., Cpax € AUC) que nao excederam os
medidos com as doses mais elevadas administradas a pacientes
no estudo de fase I.

As fases de carga e fases de manutencado foram calculadas
utilizando modelagao farmacocinética para se obterem
concentragdes séricas minimas alvo num curto periodo de tempo
e para evitar concentracdes plasmaticas que pudessem exceder
as determinadas no estudo de fase I.

A FIGURA 6 mostra uma simulagdo de uma administracéo
bissemanal de Anti-EpCAM descrita acima, incluindo uma fase de
carga com um nivel sérico minimo de 30 ug/mL. A FIGURA 7
mostra uma simulacdo de uma administracdo bissemanal de Anti-
EpCAM descrita acima, incluindo uma fase de carga com um nivel
sérico minimo alvo de 10 ug/mL.

As FIGURAS 6 e 7 mostram as administracdes respectivas de
farmacos ao longo de uma escala de tempo de 120 dias.

Podem-se observar concentracgdes séricas de pico e
minimas, sendo os niveis de pico representados pelas porcgdes
superiores da curva e o0s niveis minimos representados pela
parte inferior das curvas. 0Os graficos representam as
simulacdes para se obter os diferentes niveis minimos acima
referidos de 10 e 30 ug/ml, respectivamente. Como se pode ver
pelas figuras, as concentracgdes séricas de pico e minimas sao
diferentes nas duas simulacdes.

Exemplo 3: Dados de toxicidade Anti-EpCAM, comparagdo com

ING-1, extrapolacido

A seguir descrevem-se 0s eventos adversos (EA) observados
para as varias coortes de pacientes. Para os fins do seguinte,
um EA é definido como qualgquer ocorréncia médica desfavoravel
num paciente, ou individuo de investigacdo clinica a gquem se
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administra um produto farmacéutico e que nao tem
necessariamente uma relacdao causal com este tratamento. Pode
portanto ser um sinal desfavordavel e néo intencional
(incluindo dados 1laboratoriais anormais), sintoma ou doenca
temporariamente associada com a wutilizacdo do produto em
investigagdo, quer relacionado ou nao com o produto de
investigacao.

As reacgbes adversas de farmacos (i.e. , EA considerado
pelo menos possivelmente relacionado com o fdrmaco em estudo
pelo investigador) foram avaliadas pelo investigador, de
acordo com o8 critérios de toxicidade comum do NCI (CTC,
versdo 2.0). Para reaccgdes adversas de farmacos nado enumeradas
nas tabelas de CTC do NCI, devem seguir-se as definicgdes
gerals para classificar a gravidade dos efeitos adversos.
Deste modo, um EA "ligeiro" descreve um sintoma de gque o
paciente mal se apercebe. Nao interfere com as actividade
usuais ou performance do paciente e/ou nao tem qualguer
consequéncia c¢linica. Um EA "moderado" interfere com as
actividades normais do individuo e ¢é suficiente para causar
desconforto ao individuo. Tem algumas consequéncias clinicas;
poderd ser necessario o tratamento de sintomas. Um EA "grave"
€ um evento que provoca um desconforto grave e pode ser de uma
gravidade tal que o tratamento em estudo tenha que ser
descontinuado. O individuo €& incapaz de trabalhar normalmente
ou desenvolver as actividades normais e/ou a EA & de
consequéncia clinica definida. Poderd ser necessario o
tratamento de sintomas. Um "evento adverso grave" (EAG) ¢&
definido como qualquer ocorréncia médica desfavoravel que, a
qualquer dose: resultou em morte, acarretou risco de wvida,
obrigou a hospitalizacdao ou prolongamento de hospitalizacdo em
curso, resultou em i1nabilidade/incapacidade persistente ou
significativa, ou era uma anomalia congénita/defeito de

nascenca.

Foi referido um total de 120 efeitos adversos (EA),
independentemente de uma relagdo com o farmaco de estudo, em
19 (95%) pacientes durante o tratamento e o periodo de
monitorizacado de seguranca de 28 dias apds a ultima infusao.
Foram referidos mais efeitos adversos em pacientes da coorte 6
(38 eventos) e na coorte 7 (35 eventos), em comparagao com as
coortes de doses mais baixas (coorte 1: 7; coorte 2: 9; coorte
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3: 12; coorte 4: 7; coorte 5: 12). As coortes sao apresentadas
na Figura 1, explicada acima no Exemplo 1.

Os EA clinicos emergentes do tratamento, mais frequentes,
independentemente da determinacdo por parte do investigador de
uma relagdo com o farmaco de estudo eram aumento de
temperatura (referido em 30% de todos os pacientes), nausea

(30%), pirexia (20%), diarreia (15%), fadiga (15%), sensacao
de frio (15%) e vémitos (15%). As alteracgdes laboratoriais

mais frequentes emergentes do tratamento, referidas como
efeitos adversos, independentemente da determinacdo por parte
do investigador da uma relacao com o farmaco de estudo, eram
fosfatase alcalina elevada (referida em 30% de todos os
pacientes), linfopenia (30%), LDH elevada (25%), diminuicao de
PTT (20%), diminuicdo de hemoglobina (20%), disturbios dos
gldébulos brancos (15%), glicosuria (15%) e transaminases
elevadas (15%).

A maioria dos eventos adversos eram ligeiros (70%) ou
moderados (25%). Foram referidos seis efeitos adversos graves
(grau 3) em quarto pacientes, como se segue: Fosfatase
alcalina elevada num paciente com valor moderado (grau 2)
antes do tratamento; GlicosuUria num paciente com uma diabetes
mellitus conhecida; um paciente com hemoglobina e gldbulos
vermelhos diminuidos e perda de peso; um paciente com hérnia
discal intervertebral. Nenhum dos eventos estava relacionado
com e} fadrmaco de estudo, tal Ccomo determinado pelo

investigador. Nao foi referido nenhum evento de grau 4.

Foram referidos quatro eventos adversos graves (EAG) em 4
pacientes, durante o periodo de estudo. Um, o investigador
considerou que estava possivelmente relacionado com a
medicacdo em estudo: um prolongamento da hospitalizacao devido
a febre de grau 1, apdés a 22 infusdo de Anti-EpCAM num
paciente da coorte 3 (40 mg/m? drea de superficie corporal).

Estudos c¢linicos com o anticorpo anti-EpCAM ING-1
quimérico ratinho-humano (Kp: 2 x 10°7) resultaram em
pancreatite a uma dose de 1 mg/kg. Estes eventos adversos eram
dependentes da dose com um MID claro. E possivel que a
afinidade da imunoglobulina ING-1 para o antigénio EpCAM,
superior em duas ordens de grandeza em comparac¢ao com Anti-
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EpCAM, esteja relacionada com o perfil de toxicidade observado
para ING-1. Uma vez que a MTD de ING-1 (1 mg/kg) e as doses
mais elevadas pretendidas no protocolo Anti-EpCAM (6 mg/kqg)
sdao semelhantes, é esperado que o Anti-EpCAM, a imunoglobulina
dos estudos anteriores, tenha uma margem de segurancga
significativamente mais elevada, possivelmente devido a sua
muito menor afinidade.

Exemplo 4: Expressdo de EpCAM na doenca

De forma a determinar a gama de aplicabilidade do método
de tratamento agqui descrito, estudou-se a expressao do
antigénio EpCAM humano em varias doencas diferentes. E
esperado que o método da invencao seja eficazmente aplicado a
qualquer doenca em que a expressdao de EpCAM estd elevada no
estado de doenca, em relacdo ao estado saudavel de um
determinado tecido. Em particular, deu-se especial atencado a
sintese do antigénio EpCAM no tecido do figado.

Pacientes e Tecidos. Caracterizaram-se no total 254
espécimes de tecido de figado diferentes, por imuno-histologia
para EpCAM e para pardmetros morfoldgicos relevantes, como
descrito a seguir. Analisaram-se amostras de tumor diferentes,
incluindo 63 HCC, 5 colangiocarcinomas do figado e 30 ndédulos
displdsicos (lesdes precursoras hepatocelulares pré-malignas),
bem como 5 espécimes de figado normais. Recolheram-se 33
bidpsias de pacientes com hepatite C crodnica, 27 de pacientes
com hepatite B crdénica e 28 dos que tém doenca de figado
alcodlica crénica (ALD); 9 pacientes tinham hepatite auto-
imune (AIH). Os tecidos de figado foram obtidos por bidpsia
utilizando uma agulha Menghini e no caso de HCC por ressecgao
ou explante de figado. Os tecidos foram imediatamente fixados
em formaldeido tamponado neutro a 4% e processados de acordo
com protocolos convencionais.

Avaliagdo morfoldégica. A avaliagdo morfoldgica foi
realizada na base de seccgbes coradas com H & E (gradacao de
carcinomas e  hepatite «crénica). A gradacao de HCC foi
realizada como descrito em Nzeako et al., Cancer 76,1995, 579-
88. As doencas de figado ndo neopldsicas foram avaliadas
morfologicamente como se segue: A actividade necro-
inflamatdéria de casos de hepatite B e C crdnica foil analisada



EP 1 713 830/PT
28

utilizando o indice de actividade hepdtica modificado como
descrito em Ishak, Mod. Pathol. 7,1994, 90-713.

Avaliagdo imuno-histoldégica. A imuno-histologia foi
realizada como anteriormente descrito (Prange et al., J.
Pathol. 201,2003, 250-9) utilizando o designado método ABC e
diaminobenzidina como cromogénio. Diluiu-se a 1/50 anticorpo
monoclonal de rato anti-EpCAM humano (clone VvU-1D9;
Novocastra, Newcastle, RU) e aplicou-se um pré-tratamento com
tripsina de 30 min (0,1%, pH 7,8). A imuno-histologia para
ciclina D1 (DCS-6; 1: 100; DAKO, Hamburgo, Alemanha), pb53
(FL-393; 1: 50; Santa Cruz, Santa Cruz, EUA), e ubiquitina
(70458; 1: 200; DAKO) foil realizada em concordéncia. Fizeram-
se controlos negativos, incluindo omissao do anticorpo

primario.

Para avaliacao da coloracao de EpCAM em HCC apenas se fez

a gradacado semi-quantitativa da intensidade (0 = negativo,
+ (1) = fracamente positivo, ++ (2) = moderadamente positivo,
+++ (3) = fortemente positivo (pelo menos intensidade igual a
coloracao do ducto biliar)). A expressao hepatocelular de

EpCAM em espécimes de bidpsia nao neoplédsicos foi classificada
como se segue: 0 = nenhuma coloracao hepatocelular; (+) (0,5)
= poucos hepatédcitos positivos, disperses, + (1) = peguenos
grupos de hepatdécitos ao longo de varios ou da maioria dos
septos ou vias portais, ++ (2) = grupos grandes de hepatdcitos
positivos em torno de vadrios ou da maioria das vias portais ou
septos e estendendo-se até a zona médio—-acinar, +++ (3) =
positividade hepatocelular extensa, abrangendo tipicamente
pelo menos 50% do dcino. A avaliacédo estatistica foi realizada
utilizando estatistica descritiva (média, mediana, méximo,
frequéncia) e o coeficiente de correlacdo de Spearman. Um
nivel de p < 0,05 foi considerado significativo.

Neo—expressdao de EpCAM em HCC. O tecido de figado normal
apresentava uma coloracao forte de todos os epitélios do ducto
biliar, enquanto que 08 hepatdécitos eram completamente
negativos (dados nao apresentados). A imuno-histologia para
EpCAM mostrou uma coloracgdo membranar especifica em 9 de entre
0os 63 HCC analisados (14,3%; Figuras B8A-F) e em todos os
colangiocarcinomas do figado analisados (n=5). Nos HCC, a
expressao variou de fraca a forte e parecia ser mais frequente
em HCC moderada e fracamente diferenciados, engquanto que
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apenas um HCC bem diferenciado era positivo. Adicionalmente,
entre 30 ndédulos displdasicos, gque representam lesbes pré-
malignas, apenas 3 apresentavam uma expressao ligeira de
EpCAM. Os mesmos tecidos foram analisados para varios
antigénios relevantes para o tumor e os dados de expressao
foram submetidos a andlises de correlacao. Havia uma
correlacdo moderada mas positiva significativa de expressao de
EpCAM em HCC, com acumulacdao nuclear de pb53 e ubiquitina
(p <0,05), mas nao de ciclina D1 reguladora a montante,
suspeita.

Neo-expressdo hepatocelular de EpCAM na doenga de figado
necro-inflamatéria crédnica. Detectou-se positividade membranar
egpecifica de hepatdcitos numa percentagem elevada dos tecidos
de figado nao neoplésicos analisados (Figuras 8C-E) .
Encontrou-se positividade acentuada em casos com hepatite
crdénica e numa menor extensdao nos que tém ALD. Além disso, foi
observada positividade de proliferacdes dos ductos e também de
células pequenas individuais dispersas no parénguima
periportal (células precursoras potenciais). A positividade
hepatocelular mostrou predomindncia periportal/perisseptal
forte e atingiu a intensidade da coloragdo do ducto biliar
nalguns casos. Nao estava presente nenhuma reactividade
egspecifica para EpCAM em células de figado nao

parenquimatosas, em nenhum dos casos.

Quando se analisaram o valores médios e medianos da
pontuagao imuno-histoldgica semi-quantitativa (ver métodos), a
expressado de EpCAM era mais elevada em tecidos com infeccgdo de
HBV (pontuacdo média: 0,93; pontuacdao mediana: 0,5; pontuacao

maxima: 3; frequéncia de coloracéao de EpCAM positiva
(+/++/+++): 55,6%;), ALD (pontuacdo média: 0,88; pontuacdo
mediana: 0,75; pontuacdo maxima: 2,5; frequéncia de coloracéo
de EpCAM positiva (+/++/+++): 78,6%;), e infeccdo por HCV
(pontuacao média: 0,86; pontuacdo mediana: 0,5; pontuacao
maxima: 3; frequéncia de coloracao de EpCAM ©positiva
(+/++/+++): 63,6%). Os pacientes com AIH tinham uma coloracdo

de EpCAM intermédia (pontuacao média: 0, 72; pontuacao mediana:
0,5; pontuacdo maxima: 3; frequéncia de coloracao de EpCAM
positiva (+/++/+++) : 55,06%;) . A expressao de EpCAM
hepatocelular estava quase ausente em pacientes com doenca
biliar crénica PBC (pontuacadao média: 0,13; pontuacdo mediana:
0; pontuacdo méxima: 0,5; frequéncia de EpCAM positivos
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coloracgdo (+/++/+++) : 25,0%;) e PSC (pontuacdo média: 0,04;
pontuacdo mediana: 0; pontuacgdo maxima: 0,5; frequéncia de
coloracdo de EpCAM positiva (+/++/+++): 7,7%;) (Figura 9; a
descricdo de varidveils estatisticas é apresentada na figura a
direita no grafico).

Conclusédo. Analisaram-se amostras de tecido de pacientes
com doenga do figado crénica, tal como infecgdo crdnica pelo
virus de hepatite C (HCV) e virus de hepatite B (HBV),
hepatite auto-imune crénica (AIH), doenca de figado alcodlica
crénica (ALD) e carcinoma hepatocelular (HCC) semi-
quantitativamente, quanto a expressdo de EpCAM em correlacdo
com o estadio de fibrose pulmonar, bem como parédmetros
histoldgicos e biogquimicos de actividade necro-inflamatdria.
Os hepatdécitos, que sao negativos para EpCAM no figado adulto
normal, apresentavam expressao de EpCAM de novo em muitos
tecidos do figado de pacientes com doencas de figado crdnicas.
A  expressao hepatocelular de EpCAM era mails elevada em

pacientes com doencas necro-inflamatdrias (hepatite HCV
e HBV, ATH, ALD). A expressao hepatocelular de EpCAM
correlacionava-se significativamente com pardmetros

histoldégicos e bioquimicos de actividade inflamatéria e a
extensdo da fibrose «que era particularmente notéria em
pacientes com infecg¢do por HBV.

Além disso, 14,3% dos HCC apresentavam expressao de EpCAM
em células tumorais.

Os resultados demonstram que a expressao de EpCAM de novo
ocorre apenas numa fraccdo de carcinomas hepatocelulares
(HCC), mas frequentemente em hepatdécitos em doencas de figado
necro—-inflamatdérias, crdénicas. Esta expressao correlaciona-se
positivamente com a actividade da doenga e fibrose.
Especificamente, foi demonstrada uma correlagao entre a neo-
expressao de EpCAM hepatocelular na doenca de figado necro-
inflamatéria crénica e fibrose e actividade necro-
inflamatdéria. Estas observagdes tém implicacdes para opgdes de
tratamento futuras, tais como anticorpos monoclonais dirigidos
para EpCAM em tumores malignos e podem também aplicar-se a
alguns HCC. Como consequéncia especifica, uma fraccdo das HCC
pode representar um alvo valido para terapia de anticorpos
dirigidos para EpCAM.



EP 1 713 830/PT
31

Exemplo 5: Corroboragédo de previsdes farmacocinéticas
utilizando dados de pacientes obtidos num estudo de fase II de
"Anti-EpCAM" .

Desejava—-se confirmar o rigor das previsdes com base em
modelacdo farmacocinética (elas préprias baseadas em dados
farmacocinéticos obtidos do estudo de fase I de Anti-EpCAM,
ver Exemplos 1 e 2 acima) utilizando dados de pacientes
efectivos obtidos de um estudo de fase II subsegquente, em que
o0 Anti-EpCAM foi administrado de acordo com a invencado. Este
estudo de fase II era um estudo de fase II internacional,
aberto, multicéntrico, randomizado, com dois grupos de
tratamento paralelos. Os pacientes gue participam no estudo de
fase II Anti-EpCAM foram divididos aleatoriamente em dois
grupos, o primeiro dos quais recebeu uma dose baixa de Anti-
EpCAM (2 mg/kg de peso corporal) administrada como explicado a
seguir e o segundo recebeu uma dose elevada de Anti-EpCAM
(6 mg/kg de peso corporal) administrada como explicado a
seguir. Ao longo do estudo de fase II de Anti-EpCAM, cada
paciente recebeu inicialmente trés doses de carga de Anti-
EpCAM (cada um, ou 2 mg/kg de peso corporal ou 6 mg/kg de peso
corporal, dependendo do grupo do paciente) espacadas com
intervalos de uma semana durante a fase de carga, seguido de
até 23 doses de manutencado subsequentes de Anti-EpCAM (mais
uma vez, ou 2 mg/kg de peso corporal ou 6 mg/kg de peso
corporal, dependendo do grupo do paciente), tendo-se
administrado doses de manutencdo individuais a cada segunda
semana.

De acordo com as previsdes farmacocinéticas baseadas em
dados de estudos de fase I de Anti-EpCAM, era esperado que O
nivel sérico minimo do primeiro grupo de pacientes que recebeu
a dose Dbaixa de Anti-EpCAM fosse da ordem de 10 ug/ml
(correlacionado com o nivel minimo apresentado na Figura 7),
enquanto que era esperado que o nivel sérico minimo do segundo
grupo de pacientes que receberam a dose elevada de Anti-EpCAM
fosse da ordem de 30 ug/ml (correlacionado com o nivel minimo
apresentado na Figura 6).

O ensaio foi realizado como se segue. Revestiram-se
placas de 96 pocos com HD4A4 (anticorpo anti-idiotipo contra
Anti-EpCAM; 5 upg/ml num volume de 100 ml) seguido de um passo
de blogueio e lavagem. Adicionaram-se padrdes de calibracéo,
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amostras de controlo de qualidade e amostras de Anti-EpCAM
(100 ml numa diluicdo adequada) seguido de um passo de
lavagem. O Anti-EpCAM ligado por HD4A4 foi detectado com uma
IgG anti-humana biotinilada, mais uma vez seguido de um passo
de lavagem.

Adicionou-se estreptavidina (0,5 mg/ml num volume de
100 pl), a placa de 96 pocos foi lavada mais uma vez e num
passo final adicionaram-se 180 pl de pNPP. O ensaio foi parado
com 50 pl de NaOH 3 M e medido num leitor ELISA a 405 e
490 nm. Fez-se uma diluicdo de amostras de dose baixa numa
relagdo de 1:100. A diluicao de amostras de dose elevada foi
realizada numa relagdo de 1: 300. Os resultados sao
apresentados na Figura 10.

A figura 10 mostra como pontos os niveis individuais
minimos medidos para um paciente do grupo de dosagem baixa
(paciente numero 401001; os pontos de dados estdo indicados
por quadrados) e outro paciente do grupo de dosagem elevada
(paciente numero 101002; pontos de dados indicados por
losangos). O nivel vertical médio da linha horizontal gque liga
os pontos de dados de um paciente respectivo representa o
nivel sérico minimo observado para esse paciente. Deste modo,
pode ver-se que a linha horizontal para o paciente de dose
elevada 101002 (pontos de losangos) indica uma concentracao de

Anti-EpCAM de nivel minimo em concordédncia com o valor

previsto de 30 pg/ml para esta dose (comparar a linha
horizontal que liga os valores minimos previstos do grafico na
figura 6). De igual modo, a linha horizontal para o paciente
de dose baixa 401001 (pontos de quadrados) indica uma

concentracado de nivel minimo de Anti-EpCAM em concordéncia com
o valor previsto de 10 ug/ml para esta dose (comparar a linha
horizontal que liga os valores minimos previstos do grdafico na
Figura 7).

Estes dados corroboram o rigor das previsdes do nivel
minimo por modelacdo farmacocinética baseada em dados obtidos
durante o estudo de fase I de Anti-EpCAM com dados de paciente
efectivos, obtidos durante o estudo de fase II de Anti-EpCAM.
Deste modo, pode concluir-se que as assuncgdes e resultados da
modelacdo farmacocinética estavam correctos e que o0 regime de
tratamento de acordo com a invencado tem os efeitos e vantagens
acima elaborados.
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REIVINDICACOES

1. Imunoglobulina humana que se liga especificamente ao
antigénio EpCAM  humano, caracterizada por a referida
imunoglobulina humana exibir uma semivida sérica de pelo menos
15 dias apdés administracdo a um paciente humano e compreender
uma cadeia pesada de imunoglobulina com uma sequéncia de
aminocdcidos como estabelecido na SEQ ID NO:1 e uma cadeia leve
de imunoglobulina com uma sequéncia de aminoadcidos como
estabelecido na SEQ ID NO:2.

2. Imunoglobulina humana de acordo com a reivindicacgao 1,
em gue a semivida sérica é de 20 dias, 19 dias, 18 dias,
17 dias, 16 dias ou 15 dias.

3. Imunoglobulina humana de acordo com a reivindicagédo 1
ou 2, em que a semivida é de 15 dias.

4. Composicao farmacéutica compreendendo a imunoglobulina
humana de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 1-3.

5. Utilizacdo da imunoglobulina humana de acordo com a
reivindicagcdao 1, para a preparacao de um medicamento para
tratar uma doenca tumoral, em que o referido medicamento é
formulado para administracdo a um paciente humano, com uma
frequéncia ndo superior a uma vez por semana.

6. Utilizacadao de acordo com a reivindicacao 5, em que o
referido medicamento ¢ formulado para administracdo com uma
frequéncia nao superior a uma vez de duas em duas semanas.

7. Utilizacgdo de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6, em
que o referido medicamento é formulado para administracado de
duas em duas semanas e a dose administrada da referida
imunoglobulina humana permanece inalterada de uma

administracdo até a seguinte.

8. Utilizacéao de acordo com qualguer uma das
reivindicag¢des 5-7, em que o referido medicamento é formulado
para administragdo com uma frequéncia inferior a uma vez de
duas em duas semanas, sendo a dose administrada da referida
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imunoglobulina humana estabelecida de modo a que no final do
tempo de intervencao entre duas administracdes respectivas, a
quantidade de referida imunoglobulina humana gque persiste no
soro nunca desce abaixo de um nivel sérico minimo, determinado

como necessdrio para uma eficdcia terapéutica.

9. Utilizacao de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 5-8, em que o medicamento € formulado para
administracao intravenosa, intraperitoneal, subcuténea,

intramuscular, tdépica ou intradérmica.

10. Utilizacao de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 5-9, em que a doencga tumoral é cancro da mama,
cancro epitelial, carcinoma hepatocelular, cancro
colangiocelular, cancro do estdmago, cancro do cdlon, cancro
da préstata, cancro da cabeca e pescogco, cancro da pele
(melanoma), um cancro do tracto urogenital, e.g., cancro dos
ovarios, cancro endometrial, cancro cervical e cancro do rim;
cancro do pulmdo, cancro gastrico, um cancro do intestino
delgado, cancro do figado, cancro do péncreas, cancro da
bexiga, um cancro do ducto biliar, cancro do esdfago, um
cancro das glandulas salivares ou um cancro da glandula

tirdide.

11. Imunoglobulina humana de acordo com a
reivindicagdo 1, para utilizagdo no tratamento de uma doenga
tumoral, em qgue o tratamento ocorre por administracao da
referida imunoglobulina humana a um paciente humano, com uma

frequéncia nao superior a uma vez por semana.

12. Imunoglobulina humana para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdao 11, em que o referido tratamento ocorre por
administragcdao da referida imunoglobulina humana com uma

frequéncia nao superior a uma vez de duas em duas semanas.

13. Imunoglobulina humana para utilizacdo de acordo com a
reivindicagdo 11 ou 12, em que o referido tratamento ocorre
por administracdo da referida imunoglobulina humana de duas em
duas semanas e a dose administrada da referida imunoglobulina
humana permanece inalterada de uma administracdo até a
seguinte.
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14. Imunoglobulina humana para utilizacdo de acordo com
qualguer uma das reivindicagdes 11-13, em que o referido
tratamento ocorre por administracdo da referida imunoglobulina
humana com uma frequéncia inferior a uma vez de duas em duas
semanas, sendo a dose administrada da referida imunoglobulina
humana administrada estabelecida de modo a que no final do
tempo de intervencao entre duas administracdes respectivas, a
quantidade da referida imunoglobulina humana gue persiste no
soro nunca desca abaixo de um nivel sérico minimo determinado

como necessdrio para uma eficdcia terapéutica.

15. Imunoglobulina humana para utilizagdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 11-14, em que o referido

tratamento ocorre por administracao intravenosa,
intraperitoneal, subcutéanea, intramuscular, tépica ou
intradérmica.

Lisboa, 2009-10-12
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RESUMO
“Imunoglobulinas anti-EpCAM”

A invencao refere-se inter alia a um método para tratar
doencas tumorais num paciente humano por administracao ao
paciente de uma molécula de imunoglobulina humana que se liga
egpecificamente ao antigénio EpCAM  humano, exibindo a
imunoglobulina uma semivida sérica de pelo menos 15 dias, e
compreendendo o método o passo de administrar a imunoglobulina
com uma frequéncia ndo superior a uma vez pPor semana, de
preferéncia com uma frequéncia nao superior a uma vez de duas
em duas semanas.



EP 1 713 830/PT

1/10

€ §°9~ 2a9¢ L
£ b ¥91 9
£ e~ [41)¢ S
3 P I~ $9 14
£ £6°0~ ov £
£ SO~ ¢14 [4
[4 FAA L ot T
[;w/6w]
sojusoed 8p o' N [6x/6w] aseq asoqg SHO0D

L B4



EP 1 713 830/PT

2/10

0L

09 s

[p] odwa .

o

e

/4

14]8

oy

£ 811000 EIPFN —js
9 SHOOD BIPIN —pm
G SHO00 BIPSW ~—l=
t 911009 BIPAN —F-
£ 811000 BIPSIN ..
Z 311000 EIPSI mig—m
1 81003 BIPO —a—

1'0
ot
oo
[lw/6r] wyod3-nue
eulngojbounuwi
ap ogdeijuaduU0D
E 0°001
00004

¢ b4



EP 1 713 830/PT

3/10

GlL'L GLolL b2 EuBIpa
60°L GCoL 99 BipaLIoan)
62} 8L7CL €8°L xep
06°0 ¢0'8 c9'S UIN
£'El gyl L'EL AD
61’0 £g’) 880 dd
CL'L SE0l cl9 eIPoI
¥'G0G 9'sey G'0S1 oLl e’ LL'S ¢9¢ 484003
9'vSE G162 €8L 0860 <08 ¢9'y ol 9 8H00D
L9€¢C 881 (A4 #06°0 Gi'0L £8°L c0l g 8100
4091 cvel L'6E 8860 6L°6 vl ¥9 ¥ ap00)
L4:) 965 89 8617} TN 614 ot € 8400
V] 2> voc gL 8T 8L°¢CI b4 0c g 8100)
<691 14 9y vGe'l 0Ll 209 0l I 8H00D
jw/Brep | juwbr,ep JuyBrl eIp/1 1 eIp LB
[enpIAIpUI es0Q
Mony | WO ony | ey 19 A “h es0q

¢ B4



EP 1 713 830/PT

4/10

€0') 88’1l 0T'vl euBIpOW
L0') 0S'1L Gcvl eIpoWosn
JAN" gLel 1€¢2 Xew
88°0 86'6 100} U
6 A L'8C AD
010 G6°0 €y da
101 ESLL 174" BIPO
¥'88. ¥'£96 (ArA €01 86'6 LL°2) ¢9e L 8u00D
¢'109 8'Got VL 9G6'0 8LCl FANY A4 12515 9 8H00D
0Ly 0'9e L'LS 8480 A A 191 20l G 8u00Q
£'88¢ 1’864 L'vE L¥6°0 c6'LL G6'9l ¥9 ¥ 94000
L'LEL 18 €8l 9v0’) 88°LL 0] 48 or € 811000
¥6°05 9'9¢ 6'8 891} 2901 8.°0l 0¢ Z 81000
090¢ A4 e £90°1 eyt l00L oL | 8H00D
jwy/Brieip Jwy/brl,elp w6 2Ip/1 q eIp NEBE
Ju Y (9z-¥1) Iy ey i s an, asog [BNPIAIpUL 8s0(]

B4



EP 1 713 830/PT

5/10

A

Texk a (3.

H——
.—.. Al SIUBISUQY
Bexel

ETH ﬁ 1ea
h 4

£




EP 1 713 830/PT
6/10

I

4

T
20

g =© 8

(lwyBr) oys1a81d

30 4

150 4
135
120
105

Fig. 6

15

Tempo (dias)



EP 1 713 830/PT
7/10

)
120

ra

T T T T T T T T
& g 8 b B ¢ 8 e
- -

{|w/Brl) o1s1Aasid

150 4
135 4

Tempo (dias)



8/10

EP 1 713 830/PT

AN T
ST
. .nr.r-.p.

b5 2l St
n

o

b s s, T eD

W e e W
X ..

ﬂ,l. .....d-.-t H &»$

"y bT.&m...‘f....H:. Sy

Tm .

Y .,
s ]

Gt

A Ua

-

o

EIC WAL &

. .

e iy .
73 il ﬂ.dl F
o5 Ay Wi, o7

aAgg, 1LY
3 A ,ﬁ.m.. .W.%M u.m“ﬁu..____. 2

o % 3 e MY 3

P VESD oy e e T

e ...._f,rw..nr% A LTI Ra

L

e g-
R ANRRATs LN
G




EP 1 713 830/PT

9/10

Jousyul syjejuy

%Ge IIMend

eueipap

BIpSAl
Jowadns ayeug

%SL Heny

owixely

L LA AL S
8488
(]

g oo

-
L

LARS RAZ RN LAALY RARLS

TSR

-
—

§ T— — . -Esn

; - . oo e 002

TR P - - . C2o

—— il B 08T

S S e {... Eerz

- 1 1 Eooe
e G T R ] T g T gAY T T g ..




EP 1 713 830/PT

Fig. 10

10/10

1000

N
o o
(an] o
-~
(@) O
- <
? -]
®
(- -]
Q A
-—

[Jwy Br] oedenuaduon

40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (dias)

20



	BIBLIOGRAPHY

