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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "USO DE
UM ANTICORPO B-LY1 HUMANIZADO E UM OU MAIS AGENTES
QUIMIOTERAPICOS SELECIONADOS DO GRUPO CONSISTINDO
EM CICLOFOSFAMIDA, VINCRISTINA E DOXORUBICINA PARA A
FABRICAGCAO DE UM MEDICAMENTO PARA O TRATAMENTO DE
UM LINFOMA NAO HODGKIN DE CELULAS B (NHL)".
[0001] A presente invencgao refere-se ao uso de um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) para a fabricagdo de um medicamento para o
tratamento de cancer, especialmente de canceres expressando CD20
em combinagdo com um agente quimioterapico selecionado entre o
grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.
Antecedentes da Invencéo
[0002] A molécula de CD20 (também denominado antigeno de
diferenciacgao restrita a linfécito B humano ou Bp35) € uma proteina de
transmembrana hidrofébica com um peso molecular de cerca de 35 kD
localizada sobre linfocitos pré-B e B maduros (Valentine, M.A., et al., J.
Biol. Chem. 264(19) (1989) 11282-11287; e Einfield, D,A,, et al., EMBO
J. 7(3) (1988) 711-717). CD20 é encontrado sobre a superficie de mais
de 90% das células B do sangue periférico ou 6rgaos linfoides e é
expressa durante o desenvolvimento precoce de células pré-B e
permanece até a diferenciacao celular plasmatica. CD20 esta presente
tanto sobre células B normais como sobre células B malignas. Em
particular, CD20 é expresso em mais de 90% dos linfomas nao nao
Hodgkin de células B (NHL) (Anderson, K.C., et al., Blood 63(6) (1984)
1424-1433)) mas nao é encontrado em células-tronco hematopoiéticas,
células pro-B, células plasmaticas normais, ou outros tecidos normais
(Tedder, T.F., et al., J, Immunol. 135(2) (1985) 973-979).
[0003] A regiao de terminal carboxila de 85 aminoacidos da proteina

CD20 esta localizada dentro do citoplasma. A extensao desta regido
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contrasta com a de outras estruturas superficiais especificas de células
B tais como cadeias pesadas de IgM, IgD, e IgG ou antigenos de
histocompatibilidade classe |1 cadeias a ou B, as quais tém regides
intracitoplasmaticas relativamente curtas de 3, 3, 28, 15, e 16
aminoacidos, respectivamente (Komaromy, M., et al., NAR 11 (1983)
6775-6785). Dos ultimos 61 aminoacidos de terminal carboxila, 21 s&o
residuos acidiferos, ao passo que somente 2 sao basicos, indicam que
esta regiao tem uma forte carga negativa pura. O N° do Acesso do
GenBank € NP-690605. Imagina-se que CD20 pode estar envolvida na
regulacido de uma ou mais etapas precoces no processo de ativagao e
diferenciacdo de células B (Tedder, T.F., et al., Eur. J. Immunol. 16
(1986) 881-887) e pode funcionar como um canal de ions calcio
(Tedder, T.F., et al., J. Cell. Biochem. 14D (1990) 195).

[0004] Existem dois tipos diferentes de anticorpos anti-CD20 dife-
rindo significativamente em seu modo das atividades de ligagdo de
CD20 e bioldgicas (Cragg, M.S., et al., Blood 103 (2004) 2738-2743; e
Cragg, M.S., et al., Blood, 101 (2003) 1045-1052). Anticorpos tipo I,
como, por exemplo, rituximab, sado potentes em citotoxicidade mediada
pelo complemento, ao passo que anticorpos tipo Il, como, por exemplo,
Tositumomab (B1), 11B8, AT80 ou anticorpos B-Ly1 humanizados,
iniciam de modo eficaz a morte de células-alvo através de apoptose
independente de caspase com exposi¢cao a fosfatidilserina concomi-
tante.

[0005] As caracteristicas comuns partilhadas de anticorpos anti-
CD20 tipo I e tipo Il estdo resumidas na tabela 1.

Tabela 1:

Propriedades de anticorpos anti-CD20 tipo | e tipo |l

anticorpos anti-CD20 tipo | anticorpos anti-CD20 tipo Il

epitope de CD20 tipo | epitope de CD20 tipo Il
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Localizam CD20 para rafts lipidicos Nao localizam CD20 para rafts lipidicos

CDC aumentada (caso isotipo IgG1) CDC reduzida (caso isotipo 19G1)

Atividade de ADCC (caso isotipo IgG1) | Atividade de ADCC (caso isotipo IgG1)

Capacidade de ligacao plena Capacidade de ligagao reduzida

Agregacao homotipica Agregacao homotipica mais forte

_ . _ Forte indugdo de morte celular sem
Indugao de apoptose na reticulagao _ _
reticulacao

Sumario da Invencao
[0006] A invencdo compreende o uso de um anticorpo anti-CD20

tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento de
cancer expressando CD20 em combinagdo com um ou mais agentes
quimioterapicos selecionados entre o grupo consistindo em ciclofos-
famida, vincristina e doxorubicina.

[0007] A invencao compreende adicionalmente o uso de um anticor-
po anti-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC) para a fabricacdo de um medicamento para o
tratamento de um paciente sofrendo de um cancer expressando CD20
em combinagdo com um ou mais agentes quimioterapicos selecionados
entre o grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.
[0008] A invencao compreende adicionalmente um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) para o tratamento de cancer expressando CD20 em
combinagdo com um ou mais agentes quimioterapicos selecionados do
grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

[0009] A invencdo compreende adicionalmente um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) para o tratamento de um paciente sofrendo de um

cancer expressando CD20 em combinagdo com um ou mais agentes
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quimioterapicos selecionados do grupo consistindo em ciclofosfamida,
vincristina e doxorubicina.

[00010] Preferencialmente o tratamento com o anticorpo anti-CD20
tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) é em combinac&o com ciclofosfamida e vincristina.

[00011] Uma composicao farmacéutica compreendendo tanto um
anticorpo anti-CD20 tipo |l com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) quanto um ou mais agentes
quimioterapicos selecionados entre o grupo consistindo em ciclofos-
famida, vincristina e doxorubicina para uso em cancer expressando
CD20, em particular em linfomas Nao Hodgkin de Células B (NHL).
[00012] Preferencialmente o referido anticorpo anti-CD20 tipo Il € um
anticorpo B-Ly1 humanizado, glicomanipulado.

Descricdo Detalhada da Invencao

[00013] O termo "anticorpo” engloba as varias formas de anticorpos,
inclusive mas nao sendo limitados a, anticorpos totais, anticorpos
humanos, anticorpos humanizados e anticorpos manipulados genetica-
mente como anticorpos monoclonais, anticorpos quiméricos ou anticor-
pos recombinantes bem como fragmentos de anticorpos similares na
medida que sejam retidas as propriedades caracteristicas de acordo
com a invenc¢do. Os termos " anticorpo monoclonal " ou "composicao de
anticorpos monoclonais" conforme usado aqui, neste requerimento de
patente, referem-se a uma preparacdo de moléculas de anticorpo de
uma unica composi¢cdo de aminoacidos. Por conseguinte, o termo
"anticorpo monoclonal humano" refere-se a anticorpos apresentando
uma unica especificidade de ligagdo os quais tém regides variaveis e
constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina da linhagem
germinativa humana. Em uma modalidade, os anticorpos monoclonais
humanos s&o produzidos por um hibridoma o qual inclui uma célula B

obtida de um animal ndo humano transgénico, por exemplo, um
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camundongo transgénico, tendo um genoma compreendendo um
transgene de cadeia pesada humana e um transgene de cadeia leve
humana fundido a uma célula imortalizada.

[00014] Preferencialmente o referido anticorpo anti-CD20 tipo Il € um
anticorpo monoclonal.

[00015] O termo "anticorpo quimérico" refere-se a um anticorpo mo-
noclonal compreendendo uma regiao variavel, isto €, regido de ligacao,
de uma fonte ou espécie e no minimo uma por¢do de uma regiao
constante derivada de uma fonte ou espécie diferente, geralmente
preparada por técnicas de DNA recombinante. Anticorpos quimeéricos
compreendendo uma regido variavel murina e uma regido constante
humana sao especialmente preferenciais. Os anticorpos quiméricos
murinos / humanos s&o o produto de genes de imunoglobulina expres-
sos compreendendo segmentos de DNA codificando regides variaveis
de imunoglobulina murina e segmentos de DNA codificando regides
constantes de imunoglobulina humana. Outras formas de "anticorpos
quiméricos" englobadas pela presente inven¢ado sao aquelas nas quais
a classe ou subclasse foi modificada ou alterada a partir daquela do
anticorpo original. Tais anticorpos "quiméricos" referidos também séo
referidos como "anticorpos de classes ligadas" ("switched class").
Métodos para produzir anticorpos quiméricos envolvem técnicas de
DNA recombinante convencional e de transfec¢ao genética de conheci-
mento geral atualmente na técnica. Vide, por exemplo, Morrison, S.L.,
et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 81 (1984) 6851-6855; patente dos
Estados Unidos No. US 5.202.238 e patente N° US 5.204.244.

[00016] O termo "anticorpo humanizado" refere-se a anticorpos nos
quais as regides de estrutura ou "regides determinantes de complemen-
taridade" (CDR) foram modificadas para compreender a CDR de uma
imunoglobulina de especificidade diferente em comparagdo com a da

imunoglobulina de origem. Em uma modalidade preferencial, uma CDR
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murina € enxertada dentro da regido de estrutura de um anticorpo
humano para preparar o "anticorpo humanizado." Vide, por exemplo,
Riechmann, L., et al., Nature 332 (1988) 323-327; e Neuberger, M.S., et
al., Nature 314 (1985) 268-270. CDRs particularmente preferenciais
correspondem aquelas representando sequéncias reconnhecendo os
antigenos mencionados acima para anticorpos quimeéricos e bifun-
cionais.

[00017] O termo "anticorpo humano", conforme usado aqui, neste
requerimento de patente, pretende incluir anticorpos tendo regides
variaveis e constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina da
linhagem germinativa humana. Anticorpos humanos sdo de conheci-
mento geral no estado da técnica (van Dijk, M.A., e van de Winkel, J.G.,
Curr. Opin. Chem Biol 5 (2001) 368-374). Com base em semelhante
tecnologia, podem ser produzidos anticorpos humanos contra uma
grande variedade de alvos. Exemplos de anticorpos humanos sao, por
exemplo, descritos em Kellermann, S. A., et al., Curr Opin Biotechnol.
13 (2002) 593-597.

[00018] O termo "anticorpo humano recombinante", conforme usado
aqui, neste requerimento de patente, pretende incluir todos os anticor-
pos humanos que sao preparados, expressos, criados ou isolados por
meios recombinantes, tais como anticorpos isolados de uma célula
hospedeira tal como uma célula NSO ou CHO ou de um animal (por
exemplo, um camundongo) que é transgénico para genes de imuno-
globulina humana ou anticorpos expressos usando um vetor de
expressao recombinante transfectado em uma célula hospedeira. Os
anticorpos humanos recombinantes referidos tém regides variaveis e
constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina da linhagem
germinativa humana em uma forma rearranjada. Os anticorpos huma-
nos recombinantes de acordo com a invengcao foram submetidos a

hipermutacdo somatica in vivo. Deste modo, as sequéncias de
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aminoacidos das regides VH e VL dos anticorpos recombinantes sao
sequéncias que, apesar de derivadas de e relacionadas com sequén-
cias de VH e VL da linhagem germinativa humana, podem néao existir
naturalmente dentro do repertorio de anticorpos humanos da linhagem
germinativa in vivo.

[00019] Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, "ligan-
do especificamente" ou "liga especificamente a" refere-se a um anti-
corpo ligando especificamente ao antigeno CD20. Preferencialmente a
afinidade de ligagéo é de valor de KD de 10 mol/l ou inferior (por
exemplo, 10-1° mol/l), preferencialmente com um valor de KD de 10-1°
mol/l ou inferior (por exemplo, 1012 mol/l). A afinidade de ligagéo é
determinada com um teste-padrao de ligacéo, tal como analise de mapa
de Scatchard sobre células expressando CD20.

[00020] O termo "molécula de acido nucleico", conforme usado aqui,
neste requerimento de patente, pretende incluir moléculas de DNA e
moléculas de RNA. Uma molécula de acido nucleico pode ser de fita
unica ou de fita dupla, mas preferencialmente € DNA de fita dupla.
[00021] Os "dominios constantes" nao estdo envolvidos diretamente
na ligagdo do anticorpo a um antigeno mas estdo envolvidos nas
funcdes efetoras (ADCC, ligagao de complemento, e CDC).

[00022] A "regiado variavel" (regido variavel de uma cadeia leve (VL),
regiao variavel de uma cadeia pesada (VH)) conforme usado aqui, neste
requerimento de patente, denota cada uma do par de cadeias leve e
pesada a qual esta envolvida diretamente na ligagdo do anticorpo ao
antigeno. Os dominios de cadeias variaveis humanas leve e pesada tém
a mesma estrutura geral e cada dominio compreende quatro regides de
estrutura (FR) cujas sequéncias sdo amplamente conservadas,
conectadas por trés "regides hipervariaveis" (ou regides determinantes
de complementaridade, CDRs). As regides de estrutura adotam uma

conformacéao de b-sheet e as CDRs podem formar loops conectando a



8/46

estrutura b-sheet. As CDRs em cada cadeia sdo mantidas em sua
estrutura tridimensional pelas regides de estrutura e formam junto com
as CDRs da outra cadeia o sitio de ligacao antigénica. As regides CDR3
de cadeia pesada e leve de anticorpo desempenham um papel
particularmente importante na especificidade / afinidade de ligagdo dos
anticorpos de acordo com a inveng¢ao e portanto proporcionam um
objeto adicional da invencéo.

[00023] O termo "regiao hipervariavel" ou " porgao de ligagao antigé-
nica de um anticorpo” quando usado aqui, neste requerimento de
patente, refere-se aos residuos aminoacidos de um anticorpo os quais
sdo responsaveis por ligacdo de antigeno. A regido hipervariavel
compreende residuos aminoacidos das "regides determinantes de
complementaridade" ou "CDRs". Regides de "estrutura” ou "FR" sdo as
regidbes de dominio variavel diferentes dos residuos de regido
hipervariavel conforme definido aqui, neste requerimento de patente.
Portanto, as cadeias leve e pesada de um anticorpo compreendem dos
términos N- ao C- dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDRS3, e
FR4. Especialmente, CDR3 da cadeia pesada é a regido a qual contribui
mais para a ligagao antigénica. Regides de CDR e FR s&o determinadas
de acordo com a definicdo-padrao de Kabat, et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) e/ou os residuos de
um "loop hipervariavel".

[00024] Os termos "CD20" e "antigeno CD20" sao usados de modo
intercambiavel aqui, neste requerimento de patente, e incluem
quaisquer variantes, isoformas e homologos de espécies de CD20
humana as quais sdo naturalmente expressas por células ou séo
expressas sobre células transfectadas com o gene de CD20. A ligagao
de um anticorpo da invencao ao antigeno CD20 media a destruicdo de

células expressando CD20 (por exemplo, uma célula tumoral) por
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inativacao de CD20. A destruicao das células expressando CD20 pode
ocorrer por um ou mais dos mecanismos seguintes: indugdo de morte
celular / apoptose, ADCC e CDC.

[00025] Sinbnimos de CD20, conforme reconhecido na técnica,
incluem antigeno CD20 de linfécitos B, antigeno de superficie de
linfocitos B B1, Leu-16, Bp35, BMS5, e LF5.

[00026] O termo "anticorpo anti-CD20" de acordo com a invengao é
um anticorpo que liga especificamente a antigeno CD20. Dependendo
das propriedades de ligagédo e das atividades bioldgicas de anticorpos
anti-CD20 para o antigeno CD20, dois tipos de anticorpos anti-CD20
(anticorpos anti-CD20 tipo | e tipo Il) podem ser diferenciados de acordo
com Cragg, M.S., et al., Blood 103 (2004) 2738-2743; e Cragg, M.S., et
al., Blood 101 (2003) 1045-1052, vide a tabela 2.

Tabela 2:

Propriedades de anticorpos anti-CD20 tipo | e tipo |l

anticorpos anti-CD20 tipo | anticorpos anti-CD20 tipo Il
epitope de CD20 tipo | epitope de CD20 tipo Il
Localizam CD20 para rafts lipidicos N&o localizam CD20 para rafts lipidicos

CDC Aumentada (caso isotipo 1gG1) CDC Reduzida (caso isotipo IgG1)

Atividade de ADCC (caso isotipo IgG1) | Atividade de ADCC (caso isotipo 1IgG1)

Capacidade de ligacao plena Capacidade de ligacao reduzida

Agregacao homotipica Agregacao homotipica mais forte

_ _ _ Forte indugdo de morte celular sem
Indugao de apoptose na reticulagao . .
reticulagao

[00027] Uma propriedade essencial de anticorpo anti-CD20 tipo | e
tipo Il € seu modo de ligagdo. Deste modo, anticorpos anti-CD20 tipo |
e tipo Il podem ser classificados pela proporcdo das capacidades de
ligacdo a CD20 sobre células Raji (ATCC No. CCL-86) do referido
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anticorpo anti-CD20 em comparagao com rituximab.

[00028] Os anticorpos anti-CD20 tipo Il tém uma proporcdo das
capacidades de ligacdo a CD20 sobre células Raji (ATCC N° CCL-86) do
referido anticorpo anti-CD20 em comparagao com rituximab de 0,3 a 0,6,
preferencialmente de 0,35 a 0,55, mais preferencialmente de 0,4 a 0,5.
Exemplos de anticorpos similares anti-CD20 tipo Il incluem, por exemplo,
tositumomab (B1 1gG2a), anticorpo B-Ly1 humanizado 1gG1 (um
anticorpo 1gG1 humanizado quimérico conforme descrito na patente
internacional N° WO 2005/044859), 11B8 1gG1 (conforme descrito na
patente internacional N° WO 2004/035607), e AT80 IgG1. Preferen-
cialmente o referido anticorpo anti-CD20 tipo Il € um anticorpo
monoclonal que liga ao mesmo epitope que anticorpo B-Ly1 huma-
nizado (conforme descrito na patente internacional N° WO 2005/-
044859).

[00029] Anticorpos anti-CD20 tipo | em contraste com os anticorpos
tipo Il tém uma proporcédo das capacidades de ligagdo a CD20 sobre
células Raji (ATCC N° CCL-86) do referido anticorpo anti-CD20 em
comparacao com rituximab de 0,8 a 1.2, preferencialmente de 0,9 a 1,1.
Exemplos de similares anticorpos anti-CD20 tipo | incluem, por exemplo,
rituximab, 1F5 IlgG2a (ECACC, hibridoma; Press, O.W., et al., Blood 69/2
(1987) 584-591), HI47 1gG3 (ECACC, hibridoma), 2C6 IgG1 (conforme
descrito na patente internacional N° WO 2005/103081), 2F2 IgG1
(conforme descrito na patente internacional N° WO 2004/035607 e na
patente internacional N° WO 2005/103081) e 2H7 IgG1 (conforme
descrito na patente internacional N° WO 2004/056312).

[00030] A "proporgao das capacidades de ligagdo a CD20 sobre
células Raji (ATCC N° CCL-86) de alguns anticorpos anti-CD20 em
comparacao com rituximab" € determinada por medicdo da
imunofluorescéncia direta (sdo medidas as intensidades de fluores-

céncia média (MFI)) usando o referido anticorpo anti-CD20 conjugado
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com Cy5 e rituximab conjugado com Cy5 em um FACSArray (Becton
Dickinson) com células Raji (ATCC No. CCL-86), conforme descrito no
exemplo N° 2, e calculada como se segue:

[00031] A proporgao das capacidades de ligacdo a CD20 sobre
células Raji (ATCC N° CCL-86) =

MIF(Cy5-anticorpo anti-CD20) x proporcdo de marcacéo de Cy5(Cy5-
rituximab)

MIF(Cy5-rituximab) propor¢ao de marcagao de Cy5(Cy5- anticorpo anti-
CD20)

[00032] MFI é a intensidade fluorescente média. A "proporg¢ao de

marcagao Cy5" conforme usado aqui, neste requerimento de patente,
significa o numero de moléculas de marcacao de Cy5 por molécula de
anticorpo.
[00033] Tipicamente o referido anticorpo anti-CD20 tipo Il tem uma
propor¢ao das capacidades de ligagdo a CD20 sobre células Raji (ATCC
N° CCL-86) do referido segundo anticorpo anti-CD20 em comparagao
com rituximab de 0,3 a 0,6, preferencialmente de 0,35 a 0,55, mais
preferencialmente de 0,4 a 0,5.
[00034] O referido anticorpo anti-CD20 tipo Il de acordo com a
invencaotem aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC).
[00035] Por "anticorpo tendo aumentada citotoxicidade celular de-
pendente de anticorpo (ADCC)" ou "anticorpo com aumentada citoto-
xicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)" se indica um
anticorpo, conforme este termo € definido aqui, neste requerimento de
patente, tendo aumentada ADCC conforme determinado por qualquer
método adequado conhecido daqueles versados na técnica. Um teste
ADCC in vitro aceito € como se segue:

1) o teste usa células-alvo que se sabe que expressam o

antigeno-alvo reconhecido pela regido de ligacdo antigénica do
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anticorpo;

2) o teste usa células mononucleares do sangue periférico
humano (PBMCs), isoladas do sangue de um doador saudavel esco-
Ihido aleatoriamente, como células efetoras;

3) o teste é realizado de acordo com o seguinte protocolo:

i) as PBMCs séao isoladas usando procedimentos de centri-
fugacédo de densidade-padrio e s&o suspensas a 5 x 10° células/ml em
meio de cultura celular RPMI;

ii) as células-alvo sao cultivadas por métodos de cultura de
tecido de rotina, colhidas da fase de crescimento exponencial com uma
viabilidade maior do que 90%, lavadas em meio de cultura celular RPMI,
marcadas com 100 micro-Curies de °'Cr, lavadas duas vezes com meio
de cultura celular, e ressuspensas em meio de cultura celular a uma
densidade de 10° células/ml;

iii) 100 microlitros da suspensdo de células-alvo final acima
sdo transferidos para cada po¢o de uma lamina de microtitulo de 96
POCOS;

iv) o anticorpo € diluido serialmente de 4000 ng/ml a 0,04
ng/ml em meio de cultura celular e 50 microlitros das solugbes de
anticorpos resultantes sdo adicionados as células-alvo na lamina de
microtitulo de 96 pogos, testando em triplicata varias concentragdes de
anticorpo cobrindo toda a faixa de concentracido acima,;

v) para os controles de liberacdo maxima (MR), 3 pocos
adicionais na lamina contendo as células-alvo marcadas recebem 50
microlitros de uma solugdo aquosa a 2% (VN) de detergente ndo iénico
(Nonidet, Sigma, St. Louis), em vez da solugdo de anticorpo (ponto iv
acima);

vi) para os controles de liberagdo espontanea (SR), 3 pogos
adicionais na lamina contendo as células-alvo marcadas, recebem 50

microlitros de meio de cultura celular RPMI em vez da solucdo de
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anticorpo (ponto iv acima);

vii) a lamina de microtitulo de 96 pogos € em seguida
centrifugada a 50 x g por 1 minuto e incubada por 1 hora a 4°C;

viii) 50 microlitros da suspensao de PBMC (ponto i acima)
sdo adicionados a cada poco para produzir uma proporcao de células
efetoras : alvo de 25: 1 e as laminas s&do colocadas dentro de uma
incubadora sob atmosfera de CO2 a 5% a 37° C por 4 horas;

iX) 0 sobrenadante livre de células de cada poco é colhido e
aradioatividade liberada experimentalmente (ER) € quantificada usando
um contador gama;

X) a percentagem de lise especifica é calculada para cada
concentragdo de anticorpo de acordo com a formula (ER-MR)/(MR-SR)
x 100, onde ER é a radioatividade média quantificada (vide o ponto ix
acima) para aquela concentragéo de anticorpo, MR € a radioatividade
média quantificada (vide o ponto ix acima) para os controles de MR (vide
o ponto V acima), e SR ¢é a radioatividade média quantificada (vide o
ponto ix acima) para os controles de SR (vide o ponto vi acima);

4) " ADCC aumentada " é definida como ou um aumento na
percentagem maxima de lise especifica observada dentro da faixa de
concentracdo de anticorpo testada acima, e/ou uma reducdo na
concentragcao de anticorpo requerida para obter metade da percen-
tagem maxima de lise especifica observada dentro da faixa de
concentragdo de anticorpo testada acima. O aumento na ADCC é
relativo para a ADCC, medido com o teste acima, mediado pelo mesmo
anticorpo, produzido pelo mesmo tipo de células hospedeiras, usando
0os mesmos métodos de producao, purificacdo, formulacdo e armaze-
namento de rotina, os quais sdo conhecidos por aqueles versados na
técnica, mas que nao foram produzidos pelas células hospedeiras
manipuladas para superexpressar GnTIII.

[00036] A referida " ADCC aumentada " pode ser obtida por
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glicoengenharia dos referidos anticorpos, isto é, reforcando as referidas
funcbes efetoras mediadas por células, naturais, de anticorpos
monoclonais por manipulacdo de seu componente oligossacaridico
conforme descrito em Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999)
176-180 e na Patente dos Estados Unidos N°US 6.602.684.

[00037] O termo "citotoxicidade dependente do complemento (CDC)"
refere-se a lise de células-alvo tumorais humanas pelo anticorpo de
acordo com a invengao na presenca de complemento. A CDC é medida
preferencialmente pelo tratamento de uma preparacdo de células
expressando CD20 com um anticorpo anti-CD20 de acordo com a
invengdo na presenca de complemento. E encontrada citotoxicidade
dependente do complemento se o anticorpo induzir em uma concen-
tragcdo de 100 nM a lise (morte celular) de 20% ou mais das células
tumorais depois de 4 horas. O teste é realizado preferencialmente com
células tumorais marcadas com °'Cr ou Eu e medicdo do °'Cr ou Eu
liberado. Os controles incluem a incubacgao das células-alvo tumorais
com complemento mas sem o anticorpo.

[00038] Tipicamente anticorpos anti-CD20 tipo Il do isotipo 1gG1
apresentam propriedades de citotoxicidade dependente do comple-
mento caracteristicas. Anticorpos anti-CD20 tipo Il tém uma citotoxi-
cidade dependente do complemento reduzida (caso isotipo 1gG1) em
comparagao com anticorpos tipo | do isotipo IgG1. Preferencialmente
anticorpos anti-CD20 tipo Il sdo anticorpos do isotipo 1gG1.

[00039] O anticorpo "rituximab" (anticorpo de referéncia; exemplo de
um anticorpo anti-CD20 tipo I) € um dominio constante murino gama 1
humano quimérico produzido geneticamente contendo anticorpo
monoclonal direcionado contra o antigeno CD20 humano. Este
anticorpo quimérico contém constantes dominios gama 1 humanos e &
identificado pelo nome "C2B8" na patente dos Estados Unidos N°
US 5.736.137 (Anderson, K.C., et al.) emitida em 17 de abril de 1998,
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atribuida a IDEC Pharmaceuticals Corporation. Rituximab é aprovado
para o tratamento de pacientes com linfoma ndo Hodgkin de células B,
CD20 positivo, de baixo grau ou folicular recidivante ou refratario.
Estudos do mecanismo de acao in vitro mostram que o rituximab
apresenta citotoxicidade dependente do complemento humano (CDC)
(Reff, M.E., et al., Blood 83(2) (1994) 435-445). Adicionalmente, ele
apresenta significativa atividade em testes que medem a citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC).

[00040] O termo "anticorpo B-Ly1 humanizado" refere-se a anticorpo
B-Ly1 humanizado conforme descrito na patente internacional N°
WO 2005/044859 e na patente internacional N° WO 2007/031875, as
quais foram obtidas a partir do anticorpo anti-CD20 B-Ly1 monoclonal
murino (regido variavel da cadeia pesada murina (VH): SEQ ID NO: 1,
regido variavel da cadeia leve murina (VL): SEQ ID NO: 2- vide
Poppema, S. e Visser, L., Biotest Bulletin 3 (1987) 131-139;) por
quimerizagdo com um dominio constante humano de IgG1 e depois de
humanizagao (vide a patente internacional N° WO 2005/044859 e a
patente internacional N° WO 2007/031875). Estes "anticorpos B-Ly1
humanizados" s&o descritos em detalhes na patente internacional N°
WO 2005/ 044859 e na patente internacional N° WO 2007/031875.
[00041] Preferencialmente o "anticorpo B-Ly1 humanizado" tem
regido variavel da cadeia pesada (VH) selecionada entre o grupo de
SEQ ID No. 3 a SEQ ID No. 20 (B-HH2 a B-HH9 e B-HL8 a B-HL17 da
patente internacional N° WO 2005/044859 e da patente internacional N°
WO 2007/031875). Especialmente preferenciais sdo Seq. ID No. 3, 4, 7,
9,11,13 e 15 (B-HH2, BHH-3, B-HH6, B-HH8, B-HLS8, B-HL11 e B-HL13
da patente internacional N°® WO 2005/044859 e da patente internacional
N° WO 2007/031875). Preferencialmente o "anticorpo B-Ly1 humanizado"
tem regido variavel da cadeia leve (VL) de SEQ ID N° 20 (B-KV1 da patente
internacional N°. WO 2005/044859 e da patente internacional N°
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WO 2007/031875). Além disso o anticorpo B-Ly1 humanizado é
preferencialmente um anticorpo IgG1. Os anticorpos B-Ly1
humanizados referidos de acordo com a invengao sao glicoproduzidos
(GE) naregiao Fc de acordo com os procedimentos descritos na patente
internacional N° WO 2005/044859, na patente internacional N°.
WO 2004/065540, na patente internacional N° WO 2007/031875,
Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180 e na patente
internacional N° WO 99/154342. Os "anticorpos B-Ly1 humanizados,
glicoproduzidos" referidos tém um padrédo de glicosilagdo alterado na
regido Fc, preferencialmente tendo um nivel reduzido de residuos de
fucose. Preferencialmente no minimo 40% ou mais (em uma
modalidade entre 40% e 60%, em outra modalidade no minimo 50%, e
em ainda outra modalidade no minimo 70% ou mais) dos
oligossacarideos da regidao Fc sdo ndo fucosilados. Além disso os
oligossacarideos da regiao Fc sao preferencialmente bisseccionados.

[00042] O componente oligossacaridico pode afetar significativa-
mente propriedades relevantes para a eficacia de uma glicoproteina
terapéutica, inclusive estabilidade fisica, resisténcia a ataque por
protease, interagdes com o sistema imune, farmacocinética, e atividade
biologica especifica. As propriedades referidas podem depender nio
somente da presenga ou auséncia, mas também das estruturas
especificas, de oligossacarideos. Podem ser feitas algumas genera-
lizagcbes entre estrutura do oligossacarideo e funcdo da glicoproteina.
Por exemplo, algumas estruturas de oligossacarideos mediam rapida
liberagcao da glicoproteina da corrente sanguinea através de interacoes
com proteinas de ligacédo de carboidrato especificas, ao passo que
outras podem ser ligadas por anticorpos e dar origem a reagdes imunes
indesejadas. (Jenkins, N., et al., Nature Biotechnol. 14 (1996) 975-81).
[00043] Células de mamiferos sao os hospedeiros preferenciais para

producéao de glicoproteinas terapéuticas, devido a sua capacidade para
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glicosilar proteinas na forma mais compativel para uso humano.
(Cumming, D.A., et al., Glycobiology 1 (1991) 115-30; Jenkins, N., et al.,
Nature Biotechnol. 14 (1996) 975-81). Bactérias muito raramente
glicosilam proteinas, e como outros tipos de hospedeiros comuns, tais
como leveduras, fungos filamentosos, células de inseto e de plantas,
produzem padrdes de glicosilagado associados com rapida liberagao da
corrente sanguinea, interagdes imunes indesejaveis, e em alguns casos
especificos, atividade biolégica reduzida. Entre as células de mami-
feros, células de ovario de hamster chinés (CHO) tém sido mais
comumente usadas durantes as Uultimas duas décadas. Além de
proporcionar padrdes de glicosilagdo adequados, estas células permi-
tem producdo consistente de linhagens de células clonais altamente
produtivas, geneticamente estaveis. Elas podem ser cultivadas até
densidades elevadas em simples biorreatores usando meios livres de
soro, e permitem o desenvolvimento de bioprocessos seguros e repro-
dutiveis. Outras células animais comumente usadas incluem células
renais de hamster bebé (BHK), células de mieloma de camundongo
NSO e SP2/0. Mais recentemente, também foi testada a producgao de
animais transgénicos. (Jenkins, N., et al., Nature Biotechnol. 14 (1996)
975-981).

[00044] Todos os anticorpos contém estruturas de carboidratos em
posi¢des conservadas nas regides constantes de cadeia pesada, com
cada isotipo possuindo um arranjo distinto de estruturas de carboidratos
N-encadeadas, as quais afetam de modo varidvel a montagem,
secrecao ou atividade funcional de proteina. (Wright, A., e Monison, S.
L., Trends Biotech. 15 (1997) 26-32). A estrutura do carboidrato anexo
N-ligado varia consideravelmente, dependendo do grau de process-
samento, e pode incluir manose elevada, multiplamente ramifycada bem
como oligossacarideos complexos biantenarios. (Wright, A., e Morrison,
S. L., Trends Biotech. 15 (1997) 26-32). Tipicamente, ha processamento
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heterogéneo das estruturas de oligossacarideos de nucleo anexas em
um sitio de glicosilagao particular de tal modo que mesmo anticorpos
monoclonais existem como multiplas glicoformas. Do mesmo modo, foi
demonstrado que ocorrem diferengas maiores na glicosilagédo de
anticorpo entre linhagens celulares, e mesmo diferengas menores s&o
vistas para uma dada linhagem celular cultivada sob diferentes
condi¢des de cultura. (Lifely, M. R., et al., Glycobiology 5(8) (1995) 813-
22).

[00045] Um modo de obter grandes aumentos na poténcia, enquanto
mantendo um simples processo de producao e potencialmente evitando
efeitos colaterais significativos e indesejaveis, € reforcar as fungdes
efetoras mediadas por células, naturais, de anticorpos monoclonais por
manipulagdo de seu componente oligossacaridico conforme descrito em
Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-180 e na patente
dos Estados Unidos N° US 6.602.684. Anticorpos do tipo IgG1, os
anticorpos mais comumente usados em imunoterapia de cancer, sao
glicoproteinas que tém um sitio de glicosilagao N-ligado conservado em
Asn297 em cada dominio CH2. Os dois oligossacarideos complexos
biantenarios anexados a Asn297 séo enterrados entre os dominios de
CH2, formando contatos extensivos com a espinha dorsal de
polipeptideo, e sua presenca € essencial para o anticorpo mediar
funcbes efetoras tais como citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) (Lifely, M. R., et al., Glycobiology 5 (1995) 813-822;
Jefferis, R., et al.,, Immunol. Rev. 163 (1998) 59-76; Wright, A. e
Morrison, S. L., Trends Biotechnol. 15 (1997) 26-32).

[00046] Foi demonstrado previamente que a superexpressao em
células de ovario de hamster chinés (CHO) de [3(1,4)-N-acetilglucosa-
miniltransferase 111 ("GnTII17y), uma glicosiltransferase catalisando a
formacado de oligossacarideos bisseccionados, aumenta significa-

tivamente a atividade de ADCC in vitro de um anticorpo monoclonal
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quimérico antineuroblastoma (chCE7) produzido pelas células CHO
manipuladas. (Vide Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17 (1999) 176-
180; e a patente internacional N° WO 99/154342, cujos conteudos
inteiros sao por este incorporados por meio de referéncia). O anticorpo
chCE7 pertence a uma grande classe de anticorpos monoclonais ndo
conjugados os quais tém alta afinidade e especificidade tumoral, mas
tém também muito pouca poténcia para serem clinicamente uteis
quando produzidos em linhagens celulares industriais de rotina
carecendo da enzima GnTIll (Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17
(1999) 176-180). Este estudo foi o primeiro a mostrar que grandes
aumentos da atividade de ADCC podem ser obtidos por manipulagao
das células produtoras de anticorpo para expressar GnTlIll, as quais
também levam a um aumento na proporgdo de oligossacarideos
bisseccionados, associados a regido constante (Fc), incluindo
oligossacarideos nao fucosilados, bisseccionados, acima dos niveis
encontrados em anticorpos que ocorrem naturalmente.

[00047] O termo "expressao do antigeno CD20" pretende indicar um
nivel de expressao significativo do antigeno CD20 em uma célula,
preferencialmente sobre a superficie celular de uma célula T ou B, mais
preferencialmente uma célula B, de um tumor ou cancer, respective-
mente, preferencialmente um tumor n&o sdlido. Pacientes tendo um
"cancer expressando CD20" podem ser determinados por meio de teste
de rotina conhecidos na técnica. Por exemplo, a expressdo de antigeno
CD20 é medida usando detecg¢ao imuno-histoquimica (IHC), FACS ou
através de deteccao a base de PCR do RNAm correspondente.
[00048] O termo "cancer expressando CD20" conforme usado aqui,
neste requerimento de patente, refere-se a todos os canceres nos quais
as células cancerigenas apresentam uma expressao do antigeno CD20.
O cancer expressando CD20 referido pode ser, por exemplo, linfomas,

leucemias linfociticas, cancer pulmonar, cancer pulmonar de células
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nao pequenas (NSCL), cancer pulmonar de células bronquioloal-
veolares, cancer 0sseo, cancer pancreatico, cancer de pele, cancer de
cabeca ou pescogo, melanoma cuténeo ou intraocular, cancer uterino,
cancer de ovario, cancer retal, cancer da regido anal, cancer de
estdbmago, cancer gastrico, cancer de colon, cancer de mama, céncer
uterino, carcinoma das trompas de Falopio, carcinoma do endomeétrio,
carcinoma do colon uterino, carcinoma da vagina, carcinoma da vulva,
Doenca de Hodgkin, cancer do eséfago, cancer do intestino delgado,
cancer do sistema endocrino, cancer da glandula tiroide, cancer da
glandula paratiroide, cancer da glandula adrenal, sarcoma de tecidos
moles, cancer da uretra, cancer do pénis, cancer de prostata, cancer da
bexiga, cancer do rim ou uréter, carcinoma celular renal, carcinoma da
pelve renal, mesotelioma, cancer hepatocelular, cancer biliar, neoplas-
mas do sistema nervoso central (SNC), tumores do eixo espinhal,
glioma do tronco cerebral, glioblastoma multiforme, astrocitomas,
neurofibronas, ependimonas, meduloblastomas, meningiomas, carcino-
mas de células escamosas, adenoma da pituitaria, inclusive versdes
refratarias de qualquer um dos canceres acima, ou uma combinacao de
um ou mais dos canceres acima.

[00049] Preferencialmente cancer expressando CD20 conforme
usado aqui, neste requerimento de patente, refere-se a linfomas
(preferencialmente linfomas N&o Hodgkin de Células B (NHL)) e leuce-
mias linfociticas. Os linfomas e leucemias linfociticas referidos incluem,
por exemplo, a) linfomas foliculares, b) linfomas de células nao clivadas
pequenas / linfoma de Burkitt (inclusive linfoma de Burkitt endémico,
linfoma de Burkitt esporadico e linfoma nao Burkitt) c) linfomas de zona
marginal (inclusive linfoma de células B de zona marginal extranodal
(linfomas de tecido linfatico associados a mucosa, MALT), linfoma de
células B de zona marginal nodal e linfoma de zona marginal esplénica),

d) linfoma de células do manto (MCL), e) linfoma de células grandes



21/46

(inclusive linfoma de células grandes difuso de células B (DLCL), linfoma
celular misto difuso, linfoma imunoblastico, linfoma de células B
mediastinal primario, linfoma angiocéntrico - linfoma de células B
pulmonar) f) leucemia de células cabeludas, g ) linfoma linfocitico,
macroglobulinemia de waldenstrom, h) leucemia linfocitica aguda (ALL),
leucemia linfocitica crénica (CLL)/ linfoma linfocitico pequeno (SLL),
leucemia pro-linfocitica de células B, i) neoplasmas de células
plasmaticas, mieloma de células plasmaticas, mieloma multiplo,
plasmacitoma j) doenga de Hodgkin.

[00050] Mais preferencialmente o cancer expressando CD20 é
alguns linfomas Nao Hodgkin de células B (NHL). Especialmente o
cancer expressando CD20 € um linfoma de células do manto (MCL),
leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia linfocitica cronica (CLL),
linfoma de células grandes difuso de células B (DLCL), linfoma de
Burkitt, leucemia de células cabeludas, linfoma folicular, mieloma
multiplo, linfoma da zona marginal, disturbio linfoproliferativo pds-
transplante (PTLD), linfoma associado a HIV, macroglobulinemia de
waldenstrom, ou linfoma primario do sistema nervoso central.

[00051] O termo "um método de tratar" ou seu equivalente, quando
aplicado a, por exemplo, cancer refere-se a um procedimento ou curso
de acido que é destinado a reduzir ou eliminar o numero de células
cancerigenas em um paciente, ou a aliviar os sintomas de um céancer.
"Um método de tratar" cancer ou outro disturbio proliferativo nao
significa necessariamente que as células cancerigenas ou outro
disturbio, de fato, serdo eliminados, que o numero de células ou
disturbio, de fato, sera reduzido, ou que os sintomas de um cancer ou
outro disturbio, de fato, serao aliviados. Frequentemente, um método de
tratar cancer sera realizado mesmo com uma baixa probabildiade de
sucesso, mas o qual, dado o historico médico e a expectativa de

sobrevida estimada de um paciente, ndo obstante se considera que
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induz um curso de acgao benéfico geral.

[00052] Emuma modalidade o tratamento com o anticorpo anti-CD20
tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) é em combinagdo com ciclofosfamida e vincristina.

[00053] Em outra modalidade o tratamento com o anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) € em combinagao com doxorubicina.

[00054] Em outra modalidade o tratamento com o anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) € em combinag¢ao com ciclofosfamida.

[00055] Em outra modalidade o tratamento com o anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) € em combinagédo com ciclofosfamida, vincristina e
doxorubicina.

[00056] Os termos "coadministragao”, "coadministrar" ou " em combi-
nagao" conforme usado aqui, neste requerimento de patente, tém o
mesmo significado que uma referéncia da administragdo do referido
anticorpo anti-CD20 tipo Il e os referidos agentes quimioterapicos como
uma unica formulacdo ou como duas formulagcbes separadas. A
coadministracdo pode ser simultdnea ou sequencial em qualquer
ordem, em que preferencialmente ha um periodo de tempo enquanto
ambos (ou todos) os agentes ativos simultaneamente exercem suas
atividades bioldgicas. O anticorpo anti-CD20 tipo Il referido e os agentes
quimioterapicos referidos sdo coadministrados quer simultaneamente
ou sequencialmente (por exemplo, através de uma infusdo intravenosa
(i.v.) atraves de uma infusdo continua (uma para o anticorpo e
eventualmente uma para os agentes quimioterapicos; ou os agentes
quimioterapicos sao administrados por via oral). Quando ambos os
agentes terapéuticos sdo coadministrados sequencialmente a dose é

administrada quer no mesmo dia em duas administracbes separadas,
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ou um dos agentes é administrado no dia 1 e o segundo é coad-
ministrado no dia 2 ao dia 7, preferencialmente no dia 2 a 4. Portanto, o
termo "sequencialmente" significa dentro de 7 dias depois da dose do
primeiro anticorpo, preferencialmente dentro de 4 dias depois da dose
do primeiro anticorpo; e o termo "simultaneamente" significa ao mesmo
tempo. Os termos "coadministracdo" com respeito as doses de
manutengao do anticorpo anti-CD20 tipo Il e dos agentes quimioterapicos
significam que as doses de manutencédo podem ser ou coadministradas
simultaneamente, se o ciclo de tratamento for apropriado para ambos
os farmacos, por exemplo, a cada semana. Ou os agentes
quimioterapicos sao, por exemplo, administrados, por exemplo, a cada
primeiro a terceiro dias e anticorpo anti-CD20 tipo Il for administrado a
cada semana. Ou as doses de manutengdo sao coadministradas
sequencialmente, quer dentro de um ou dentro de varios dias.

[00057] E autoevidente que os anticorpos sdo administrados ao
paciente em uma "quantidade terapeuticamente eficaz" (ou simples-
mente "quantidade eficaz") a qual € a quantidade do composto
respectivo ou combinagdo que provocara a reagao bioldgica ou médica
de um tecido, sistema, animal ou humano que esta sendo buscada pelo
pesquisador, veterinario, médico ou outro clinico.

[00058] A quantidade de coadministracédo do referido anticorpo anti-
CD20 tipo Il e os referidos agentes quimioterapicos e 0 momento de
coadministracdo dependera do tipo (espécie, sexo, idade, peso, e etc.)
e condigdo do paciente sendo tratado e da gravidade da doenga ou
condicdo sendo tratada. O anticorpo anti-CD20 tipo Il referido e os
agentes quimioterapicos referidos sdo convenientemente coadminis-
trados ao paciente de uma vez ou durante uma série de tratamentos.
Dependendo do tipo e da gravidade da doencga, cerca de 1 ug /kg a 50
mg/kg (por exemplo, 0,1 a 20 mg/kg) do referido anticorpo anti-CD20
tipo Il e 1 ug /kg a 50 mg/kg (por exemplo, 0,1 a 20 mg/kg) dos referidos



24/46

agentes quimioterapicos sdo uma dosagem candidata inicial para
coadministracdo de ambos os farmacos ao paciente. Se a administragao
for intravenosa o tempo de infusao inicial para o referido anticorpo anti-
CD20 tipo Il ou os referidos agentes quimioterapicos pode ser mais
longo do que tempos de infusdo subsequentes, por exemplo, cerca de
90 minutos para a infusao inicial, e cerca de 30 minutos para infusdes
subsequentes (se a infusao inicial for bem tolerada).

[00059] A dosagem preferencial do referido anticorpo anti-CD20 tipo
Il sera na faixa de cerca de 0,05 mg/kg a cerca de 30 mg/kg. Deste
modo, uma ou mais doses de cerca de 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg,
10 mg/kg ou 30 mg/kg (ou qualquer combinagdo das mesmas) podem
ser coadministradas ao paciente. A dosagem preferencial dos referidos
agentes quimioterapicos serdao na faixa de 0,01 mg/kg a cerca de 30
mg/kg, por exemplo, 0,1 mg/kg a 10,0 mg/kg para bortezomib.
Dependendo do tipo (espécie, sexo, idade, peso, e etc.) e da condigéo
do paciente e do tipo de anticorpo anti-CD20 e agentes quimioterapicos,
a dosagem e o esquema de administragcéo do referido anticorpo anti-
CD20 podem diferir da dosagem dos agentes quimioterapicos. Por
exemplo, o referido anticorpo anti-CD20 pode ser administrado, por
exemplo, a cada uma a trés semanas e os referidos agentes
quimioterapicos podem ser administrados diariamente ou a cada 2 a 10
dias. Uma dose de maior carga inicial, seguida por uma ou mais doses
menores, também pode ser administrada.

[00060] Em uma modalidade preferencial, o medicamento ¢é util para
prevenir ou reduzir metastase ou disseminacdao adicional em um
paciente semelhante sofrendo de céancer expressando CD20. O
medicamento € util para aumentar a duracdo da sobrevida de um
paciente semelhante, aumentando a sobrevida livre de progresséo de
um paciente semelhante, aumentando a duracdo da resposta,

resultando em uma melhora estatisticamente importante e clinicamente
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significativa do paciente tratado conforme medido pela duracdo da
sobrevida, da sobrevida livre de progresséo, da taxa de resposta ou da
duracao da resposta. Em uma modalidade preferencial, o medicamento
€ util para aumentar a taxa de resposta em um grupo de pacientes.
[00061] Pode ser usado no anticorpo anti-CD20 tipo Il e agentes
quimioterapicos tratamento de combinagdo de cancer expressando
CD20. As moléculas referidas convenientemente estdo presentes em
combinacado em quantidades que sao eficazes para o fim pretendido.
Portanto em uma modalidade, no tratamento com o anticorpo anti-CD20
tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) em combinagdo com um ou mais agentes quimioterapicos
selecionados entre o grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e
doxorubicina, € administrado um corticosteroide adicional, preferen-
cialmente prednisona.

[00062] Em uma modalidade o tratamento de combinacédo de anti-
corpo anti-CD20 tipo Il e agentes quimioterapicos é usado sem o0s
corticosteroides adicionais referidos.

[00063] O uso do corticosteroide descrito acima como em regimes
quimioterapicos € geralmente bem caracterizado nas técnicas de
terapia do cancer, e seus usos aqui, neste requerimento de patente,
esta dentro das mesmas consideragdes para monitorar a tolerancia e a
eficacia e para controlar as vias e dosagens de administragdo, com
alguns ajustes. Por exemplo, as dosagens reais dos agentes quimio-
terapicos e os corticosteroides podem variar dependendo da reagao
celular cultivada pelo paciente determinada usando métodos de
histocultura. Geralmente, a dosagem sera reduzida em comparagao
com a quantidade usada na auséncia de outros agentes adicionais.
[00064] Dosagens tipicas de um agente eficaz, dos agentes quimio-
terapicos e/ou os corticosteroides podem ser nas faixas recomendadas

pelo fabricante, e onde indicado por reagdes in vitro ou reacdes em
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modelos animais, podem ser reduzidas por até cerca de uma ordem de
magnitude de concentracdo ou quantidade. Portanto, a dosagem real
dependera do critério do meédico, da condigao do paciente, e da eficacia
do método terapéutico baseado na responsividade in vitro das células
malignas cultivadas primarias ou amostra de tecido histocultivado, ou as
reagdes observadas nos modelos animais apropriados.

[00065] No contexto desta invengdo, uma quantidade eficaz de
radiacao ionizante pode ser realizada e/ou um radiofarmacéutico pode
ser usado além do tratamento de combinag&o de anticorpo anti-CD20
tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) e agente quimioterapico de cancer expressando CD20. A fonte
de radiacdo pode ser ou externa ou interna ao paciente sendo tratado.
Quando a fonte é externa ao paciente, a terapia € conhecida como
terapia de radiagdo de feixe externo (EBRT). Quando a fonte de
radiacao € interna ao paciente, o tratamento € denominado braqui-
terapia (BT). Atomos radioativos para uso no contexto desta invengéo
podem ser selecionados do grupo incluindo, mas nao limitados a, radio,
césio-137, iridio-192, americio-241, ouro-198, cobalto-57, cobre-67,
tecnécio-99, iodo-123, iodo-131, e indio-111. Também & possivel
marcar o anticorpo com os isétopos radioativos referidos. Preferen-
cialmente o tratamento de combinag&o de anticorpo anti-CD20 tipo I
com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
e agente quimioterapico € usado sem a radiacio ionizante referida.
[00066] A terapia de radiacao € um tratamento de rotina para con-
trolar tumores e/ou metastases tumorais nao ressecaveis ou inope-
raveis. Resultados aprimorados tém sido vistos quando terapia por
radiacao tém sido combinada com quimioterapia. A terapia de radiacéo
se baseia no principio de que alta dose de radiacéo liberada em uma

area-alvo resultara na morte de células reprodutivas tanto em tecidos
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tumorais quanto normais. O regime de dosagem de radiacédo é geral-
mente definido em termos de dose de radiagéo absorvida (Gy), tempo e
fracionamento, e deve ser cuidadosamente definido pelo oncologista. A
quantidade de radiagdo que um paciente recebe dependera de varias
consideracdes, mas as duas mais importantes sdo a localizagdo do
tumor em relag&o a outras estruturas cruciais ou érgéos do corpo, e da
extensao na qual o tumor se disseminou. Um curso de tratamento tipico
para um paciente sendo submetido a terapia de radiacdo sera um
esquema de tratamento durante um periodo de 1 a 6 semanas, com
uma dose total de entre 10 e 80 Gy administrados ao paciente em uma
unica fragcdo diaria de cerca de 1,8 a 2,0 Gy, 5 dias por semana. Em
uma modalidade preferencial desta invencdo ha sinergia quando
tumores em pacientes humanos sao tratados com o tratamento de
combinagao da invengdo e radiacdo. Em outras palavras, a inibigao de
crescimento tumoral por meio dos agentes compreendendo a combi-
nacgao da invencao é reforcada quando combinada com radiag¢ao, opci-
onalmente com agentes quimioterapicos ou anticancerigenos adici-
onais. Parametros de terapias de radiagao adjuvantes estao contidos,
por exemplo, na patente internacional N° WO 99/60023.

[00067] Os anticorpos anti-CD20 tipo Il sdo administrados a um
paciente de acordo com métodos conhecidos, por administracido
intravenosa como um bolo ou por infusdo continua durante um periodo
de tempo, por vias intramuscular, intraperitoneal, intracerobrospinal,
subcutanea, intra-articular, intrassinovial, ou intratecal. E preferencial
administracio intravenosa ou subcutanea dos anticorpos.

[00068] Os agentes quimioterapicos sao administrados a um pacien-
te de acordo com métodos conhecidos, por exemplo, por vias intrave-
nosa como um bolo ou por infusdo continua durante um periodo de
tempo, por administracdo intramuscular, intraperitoneal, intracerobros-

z

pinal, subcutanea, intra-articular, intrassinovial, intratecal, ou peroral. E
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preferencial administracéo intravenosa, subcutanea ou oral dos agentes
quimioterapicos.

[00069] A invencao compreende adicionalmente um kit compreen-
dendo um anticorpo anti-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) e um ou mais agentes
quimioterapicos selecionados do grupo consistindo em ciclofosfamida,
vincristina e doxorubicina, para o tratamento de combinagdo de um
paciente sofrendo de um cancer expressando CD20. Em uma moda-
lidade preferencial, os recipientes do kit podem incluir adicionalmente
um veiculo farmaceuticamente aceitavel. O kit pode incluir adcional-
mente um diluente estéril, o qual preferencialmente € armazenado em
um recipiente adicional separado. O kit pode incluir adicionalmente uma
bula compreendendo instrugcdes impressas orientando o uso do
tratamento combinado como um método para uma doenca cancerigena
expressando CD20, preferencialmente um linfoma N&o Hodgkin de
Células B (NHL).

[00070] O termo "bula" refere-se a instrugdes habitualmente inclui-
das dentro de embalagens comerciais de produtos terapéuticos, as
quais podem incluir informacao sobre as indicagdes, uso, dosagem,
administracio, contraindicagcdes e/ou avisos concernentes ao uso de
semelhantes produtos terapéuticos.

[00071] Em uma modalidade preferencial, os recipientes do artigo de
fabricacdo podem incluir adicionalmente um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. O artigo de fabricagao pode incluir adicionalmente um diluente
estéril, o qual preferencialmente € armazenado em um recipiente
adicional separado.

[00072] Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, um
"veiculo farmaceuticamente aceitavel" pretende incluir todo e qualquer
material compativel com administracdo farmacéutica incluindo solven-

tes, meios de dispersédo, revestimentos, agentes antibacterianos e
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antifungicos, agentes isotbnicos e de retardamento da absorgao, e
outros materiais e compostos compativeis com administracdo farma-
céutica. Exceto na medida em que qualquer meio convencional ou agen-
te & incompativel com o composto ativo, € contemplado o uso do mesmo
nas composicdes da invengdo. Compostos ativos suplementares
também podem ser incorporados nas composicoes.

Composicoes Farmacéuticas:

[00073] Composicdes farmacéuticas podem ser obtidas por proces-
samento do anticorpo anti—-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) e/ou os agentes quimio-
terapicos selecionados entre o grupo consistindo em ciclofosfamida,
vincristina e doxorubicina de acordo com esta invengdo com veiculos
inorganicos ou organicos farmaceuticamente aceitaveis. Lactose, amido
de milho ou derivados dos mesmos, talco, acidos estearicos ou seus sais
e similares podem ser usados, por exemplo, como os veiculos para
comprimidos, comprimidos revestidos, drageas e capsulas de gelatina
dura. Os veiculos adequados para capsulas de gelatina mole sao, por
exemplo, 6leos vegetais, ceras, gorduras, polidis semissélidos e liqui-
dos e similares. Dependendo da natureza da substancia ativa, no
entanto, geralmente n&o s&o necessarios veiculos no caso de capsulas
de gelatina mole. Veiculos adequados para a produgao de solugdes e
xaropes sdo, por exemplo, agua, polibis, glicerol, 6leo vegetal e
similares. Veiculos adequados para supositorios sdo, por exemplo,
oleos naturais ou hidrogenados, ceras, gorduras, polidis semiliquidos ou
liquidos e similares.

[00074]  Além disso, as composicoes farmacéuticas podem conter con-
servantes, solubilizantes, estabilizantes, agentes umectantes, emulsificantes,
adocantes, colorantes, aromatizantes, sais para variar a pressao osmatica,
tampdes, agentes de mascaramento ou antioxidantes. Também podem

conter ainda outras substancias terapeuticamente benéficas.
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[00075] Uma modalidade da invencao € composicao farmacéutica
compreendendo tanto o referido anticorpo anti-CD20 tipo [l com aumen-
tada citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) quanto um
ou mais agentes quimioterapicos selecionados entre o grupo consis-
tindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina, em particular para
uso em cancer expressando CD20.

[00076] A composicao farmacéutica referida pode compreender
adicionalmente um ou mais veiculos farmaceuticamente aceitaveis.
[00077] A presente invengao proporciona adicionalmente uma com-
posi¢cao farmacéutica, em particular para uso em cancer, compre-
endendo (i) uma primeira quantidade eficaz de um anticorpo anti-CD20
tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC), e (ii) uma segunda quantidade eficaz de um um ou mais
agentes quimioterapicos selecionados do grupo consistindo em ciclo-
fosfamida, vincristina e doxorubicina. A composicao referida opcio-
nalmente compreende veiculos e / ou excipientes farmaceuticamente
aceitaveis.

[00078] Composi¢cdes farmacéuticas do anticorpo anti—-CD20 tipo Il
com aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
somente usado de acordo com a presente invengdo sao preparadas
para armazenamento por mistura de um anticorpo tendo o grau de
pureza desejado com veiculos, excipientes ou estabilizantes opcionais
farmaceuticamente aceitaveis (Remington's Pharmaceutical Sciences
16th edicdo, Osol, A. Ed. (1980)), sob a forma de formulac¢des
liofilizadas ou solucdes aquosas. Veiculos, excipientes ou estabilizantes
aceitaveis sdo nao toxicos para receptores nas dosagens e concen-
tragbes empregadas, e incluem tampdes tais como fosfato, citrato, e
outros acidos organicos; antioxidantes incluindo acido ascorbico e
metionina; conservantes (tais como cloreto de octadecildimetilbenzil

amonio; cloreto de hexametbdnio; cloreto de benzalcbdnio, cloreto de
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benzetbnio; fenol, alcool butilico ou benzilico; alquil parabenos tais
como metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclo-hexanol; 3-
pentanol; e m-cresol); polipeptideos de baixo peso molecular (menos de
cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina sérica, gelatina,
ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tais como glicina, glutamina, asparagina, histidina, argi-
nina, ou lisina; monossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos
inclusive glicose, manose, ou dextrinas; agentes quelantes tais como
EDTA; agucares tais como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol;
contraions formadores de sais tais como sodio; complexos de metal (por
exemplo, complexos de Zn-proteina); e/ou tensoativos nio ibnicos tais
como TWEEN®, PLURONICS® ou polietileno glicol (PEG).

[00079] Composi¢cdes farmacéuticas dos agentes quimioterapicos
selecionados do grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e
doxorubicina dependem de suas propriedades farmacéuticas; por
exemplo, para compostos quimicos pequenos tais como, por exemplo,
bortezomib, uma formulacao pode ser, por exemplo, a seguinte:

a) Formulacdo de Comprimido (Granulacdo a Umido):

Item Ingredientes mg/ comprimido

1. Composto de formula (1) 5 25 100 500

2 Lactose Anidrica DTG 125 105 30 150

3 Sta-Rx 1500 6 6 6 30

4. Celulose Microcristalina 30 30 30 150

5 Estearato de Magnésio 1 1 1 1
Total 167 167 167 831

Procedimento de Fabricacio:

1. Mistura-se os itens 1, 2, 3 e 4 e granular com agua
purificada.

2. Seca-se os granulos a 50°C.

3. Passa-se os granulos através de equipamento de

moagem adequado.
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4. Adiciona-se o item 5 e misturar por trés minutos; comprimir
sobre uma prensa adequada.

b) Formulacido de Capsula:

Item Ingredientes mg/ capsula

1. Composto de férmula (1) 5 25 100 500

2. Lactose Hidrica 159 123 148 ---

3. Amido de Milho 25 35 40 70

4. Talco 10 15 10 25

5. Estearato de Magnésio 1 2 2 5
Total 200 200 300 600

Procedimento de Fabricacio:

1. Mistura-se os itens 1, 2 e 3 dentro de um misturador
adequado por 30 minutos.

2. Adiciona-se os itens 4 e 5 e misturar por 3 minutos.

3. Preenche-se uma capsula adequada.
[00080] Em uma modalidade adicional da invencédo as composi¢des
farmacéuticas de acordo com a invengao sao preferencialmente duas
formulacdes separadas para o referido anticorpo anti—CD20 tipo Il com
aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e
para os agentes quimioterapicos selecionados entre o grupo consistindo
em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina. Os ingredientes ativos
também podem ser capturados dentro de microcapsulas preparadas,
por exemplo, por técnicas de coacervagdo ou por polimerizacido
interracial, por exemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulose ou de
gelatina e microcapsulas de poli- (metilmetacrilato), respectivamente,
em sistemas de liberacdo de farmacos coloidais (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes, nanoparticulas
e nanocapsulas) ou em macroemulsdes. As técnicas referidas séo
descritas em Remington's Pharmaceutical Sciences 162 edicéo, Osol,
A. Ed. (1980).

[00081] Podem ser preparadas preparagdes de liberagdo gradual.
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Exemplos adequados de preparagdes de liberacdo gradual incluem
matrizes semipermeaveis de polimeros hidrofobicos sélidos contendo o
anticorpo, cujas matrizes sdo sob a forma de artigos modelados, por
exemplo, filmes, ou microcapsulas. Exemplos de matrizes de liberacao
gradual incluem poliésteres, hidrogéis (por exemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato), ou poli(alcool vinilico)), polilactidas (patente dos Estados
Unidos N° US 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamio e gama-etil-
L-glutamato, acetato de vinila - etileno nao degradavel, copolimeros de
acido latico-acido glicolico degradaveis tais como o LUPRON DEPOT®
(microsferas injetaveis compostas de copolimero de acido latico-acido
glicélico e acetato de leuprolida), e acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.
[00082] As formulagdes a serem usadas para administragao in vivo
devem ser estéreis. Isto € prontamente realizado por filtracdo através
de membranas de filtracdo estéreis.
[00083] A presente invengao proporciona adicionalmente um método
para o tratamento de cancer, compreendendo administrar a um paciente
que necessite do referido tratamento (i) uma primeira quantidade eficaz
de um anticorpo anti-CD20 tipo || com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC); e (ii) uma segunda quantidade eficaz
de um ou mais agentes quimioterapicos selecionados do grupo
consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.
[00084] A presente invengao proporciona adicionalmente um método
para o tratamento de cancer, compreendendo administrar a um paciente
que necessite do referido tratamento (i) uma primeira quantidade eficaz
de um anticorpo anti-CD20 tipo || com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC); e (ii) uma segunda quantidade eficaz
de um ou mais agentes quimioterapicos selecionados entre o grupo
consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.

Conforme usado aqui, neste requerimento de patente, o

termo "paciente" preferencialmente refere-se a um humano que
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necessite de tratamento com anticorpo anti-CD20 tipo Il ( por exemplo,
um paciente sofrendo de cancer expressando CD20) para qualquer fim,
e mais preferencialmente um humano que necessite de um tratamento
semelhante para tratar cancer, ou uma condicdo ou lesdo pré-
cancerosa. No entanto, o termo "paciente" também pode se referir a
animais nao humanos, preferencialmente mamiferos tais como caes,
gatos, cavalos, vacas, porcos, carneiros e primatas nao humanos, entre
outros.

[00085] A invencdo compreende adicionalmente um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) para o tratamento de cancer expressando CD20 em
combinagdo com um ou mais agentes quimioterapicos selecionados do
grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina.
[00086] A invencdo compreende adicionalmente um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) para o tratamento de um paciente sofrendo de um
cancer expressando CD20 em combinacdo com um ou mais agentes
quimioterapicos selecionados do grupo consistindo em ciclofosfamida,
vincristina e doxorubicina.

[00087] A invencdo compreende adicionalmente um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) e um ou mais agentes quimioterapicos selecionados
do grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina para
uso em o tratamento de cancer expressando CD20.

[00088] A invencao compreende adicionalmente um anticorpo anti-
CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) e um ou mais agentes quimioterapicos selecionados
do grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina para
uso em o tratamento de um paciente sofrendo de um cancer

expressando CD20.
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[00089] Preferencialmente o referido anticorpo anti-CD20 tipo Il com
aumentada citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) é
um anticorpo B-Ly1 humanizado, glicoproduzido.

[00090] Preferencialmente o cancer expressando CD20 é um linfoma
N&o Hodgkin de Células B (NHL).

[00091] Os exemplos, listagem de sequéncias e figuras que se
seguem sao proporcionados para ajudar no entendimento da presente
invengao, cujo verdadeiro escopo € determinado nas reivindicagbes
anexas. Deve ser entendido que podem ser feitas modificacées nos
procedimentos determinados sem se afastar do espirito da invengao.
Descricdo da Listagem de Sequéncias:

[00092] SEQ ID NO: 1 sequéncia de aminoacidos de regido variavel
da cadeia pesada (VH) de anticorpo anti-CD20 monoclonal murino B-
Ly1.

[00093] SEQID NO: 2 sequéncia de aminoacidos de regido variavel
da cadeia leve (VL) de anticorpo anti-CD20 monoclonal murino B-Ly1.
[00094] SEQ ID NO: 3 -19 sequéncias de aminoacidos de regido
variavel da cadeia pesada (VH) de anticorpos B-Ly1 humanizados (B-
HH2 a B-HH9, B-HLS8, e B-HL10 a B-HL17)

[00095] SEQ ID NO: 20 sequéncias de aminoacidos de regiao
variavel da cadeia leve (VL) de anticorpo B-Ly1 humanizado B-KV1

Descricdo das Fiquras:

Figura 1

a) Atividade antitumoral sinérgica do tratamento combinado
de um anticorpo anti-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com ciclofos-
famida e vincristina e

b) comparagdo com um tratamento combinado de um anti-
corpo anti-CD20 tipo I (rituximab) com ciclofosfamida e vincristina sobre
linfoma N&o Hodgkin de células B humano WSU-DLCL2 (NHL).
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[00096] Valores médios do volume tumoral [mm?3] +/- IQR plotado
sobre o eixo y; numero de dias depois da injegdo de células tumorais
plotadas sobre o eixo x plotado sobre o eixo y; numero de dias depois
da injecédo de células tumorais plotadas sobre o eixo x. Legenda: A)
Veiculo (circulos ), B) ciclofosfamida (25 mg/kg) e vincristina (0,25
mg/kg) uma vez por semana (cruzes), C) rituximab (30 mg/kg) uma vez
por semana (triangulos), D) B-ly1 humanizado, glicomanipulado (B-
HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) uma vez por semana (quadrados), E)
rituximab (30 mg/kg) com ciclofosfamida (25 mg/kg) e vincristina (0,25
mg/kg), uma vez por semana (losangos) e F) B-lyl humanizado,
glicomanipulado (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) com ciclofosfamida (25
mg/kg) e vincristina (0,25 mg/kg), uma vez por semana (sinais de
mais).
Figura 2
[00097] Intensidade de Fluorescéncia Média (MFI, eixo y a
esquerda) de anticorpo anti-CD20 tipo | (Cy5-rituximab = barra branca)
e anticorpo anti-CD20 tipo Il (Cy5 — B-Ly1 humanizado, glicomanipulado
B-HH6-B-KV1 GE = barra preta) sobre células Raji (ATCC N° CCL-86) ;
Proporgcao das capacidades de ligacdo a CD20 de anticorpo anti-CD20
tipo | (rituximab) e anticorpo anti-CD20 tipo Il (B-HH6-B-KV1 GE) em
comparacao com rituximab (medida sobre o eixo y a direita).
Figura 3

a) Atividade antitumoral sinérgica do tratamento combinado
de um anticorpo anti-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com doxorubicina
e

b) comparagdo com um tratamento combinado de um
anticorpo anti-CD20 tipo | (rituximab) com doxorubucina sobre linfoma
Nao Hodgkin folicular humano RL (NHL).

[00098] Valores médios do volume tumoral [mm3] +/- IQR plotado
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sobre o eixo y; numero de dias depois da injegao de células tumorais
plotadas sobre o eixo x. Legenda: A) Veiculo (sinais de mais), B)
doxorubicina (3 mg/kg) uma vez por semana (cruzes), C) rituximab (30
mg/kg) uma vez por semana (triangulos), D) B-ly1l humanizado,
glicomanipulado (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) uma vez por semana
(quadrados), E) rituximab (30 mg/kg) com doxorubicina (3 mg/kg), uma
vez por semana (losangos) e F) B-ly1 humanizado, glicomanipulado (B-
HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) com doxorubicina (3 mg/kg) , uma vez por
semana (circulos).
Figura 4

a) Atividade antitumoral sinérgica do tratamento combinado
de um anticorpo anti-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com ciclofos-
famida e

b) comparagdo com um tratamento combinado de um anti-
corpo anti-CD20 tipo | (rituximab) com ciclofosfamida sobre linfoma N&o
Hodgkin folicular humano RL (NHL).
[00099] Valores médios do volume tumoral [mm?3] +/- IQR plotado
sobre o eixo y; numero de dias depois da inje¢cao de células tumorais
plotadas sobre o eixo x. Legenda: A) Veiculo (circulos ), B) ciclofos-
famida (50 mg/kg) uma vez por semana (cruzes), C) rituximab (30
mg/kg) uma vez por semana (tridngulos), D) B-lyl humanizado,
glicomanipulado (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) uma vez por semana
(quadrados), E) rituximab (30 mg/kg) com ciclofosfamida (50 mg/kg),
uma vez por semana (losangos) e F) B-lyl humanizado,
glicomanipulado (B-HH6-B-KV1 GE) (30 mg/kg) com ciclofosfamida (50
mg/kg) , uma vez por semana (sinais de mais).
Procedimentos Experimentais

Exemplo 1
[000100] Atividade antitumoral de tratamento combinado de um
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anticorpo anti-CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com
ciclofosfamida e vincristina.

Agentes de teste:

[000101] Anticorpo anti-CD20 tipo II B-HH6-B-KV1 GE (= B-Ly1
humanizado, glicomanipulado B-HH6-B-KV1, vide a patente interna-
cional N° WO 2005/044859 e a patente internacional N° WO

2007/031875) foi proporcionado como solu¢gao de matéria-prima (c=9,4

mg/ml) pela GlycArt, Schlieren, Suica. Tampdo de anticorpo incluiu
histidina, trealose e polissorbato 20. A solucédo de anticorpo foi diluida
adequadamente em PBS a partir da matéria-prima para injegdes
prévias.

[000102] Rituximab foi proporcionado pela Hoffmann La Roche, Basel.
[000103] Ciclofosfamida e vincristina foram adquiridas como formu-
lagdo clinica da Baxter Oncology GmbH, Halle, Alemanha ou medac,
Gesellschatft fiir klinische Spezialprdparate mbH, Hamburg, Alemanha,
respectivamente. A diluigao foi ajustada a partir da solucao de matéria-
prima reconstituida.

Linhagens celulares e condicdes de cultura:

[000104] Ceélulas de linfoma Ndo Hodgkin humano WSU-DLCL2 (NHL)

foram gentiimente proporcionadas pela Hoffmann-La Roche, Inc.,

Nutley, NJ, Estados Unidos. A linhagem de células tumorais foi
rotineiramente cultivada em meio RPMI (PAA, Laboratories, Austria)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (PAA Laboratories, Austria)
e L-glutamina a 2 mM, a 37°C em uma atmosfera saturada com agua a

5% de CO2. A passagem 4 foi usada para transplantagao. As células

foram coinjetadas com Matrigel.
Animais:
[000105] Camundongos fémeas SCID bege; idade de 7 a 8 semanas

na chegada (adquiridos da Charles River, Sulzfeld, Alemanha) foram
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mantidos sob condigéo livre de patdgeno especifico com ciclos diarios
de 12 h de luz /12 h de escuridao de acordo com diretrizes submetidas
a um comité (GV-Solas; Felasa; TierschG). O protocolo de estudo
experimental foi revisado e aprovado pelo governo local. Depois da
chegada os animais foram mantidos na parte de quarentena da
instalagdo animal por uma semana para se tornarem habituados ao
novo ambiente e para observacido. Foi realizado monitoramento de
saude continuo em base regular. Foram proporcionados alimento de
dieta (Provimi Kliba 3337) e agua (acidificada pH 2,5 a 3) a vontade.

Monitoramento:

[000106] Os animais foram controlados diariamente para sintomas
clinicos e deteccdo de efeitos adversos. Para monitoramento do inicio
ao fim do experimento o peso corporal dos animais foi documentado
duas vezes por semana e o volume do tumor foi medido por compasso
de calibre depois de estagiamento.

Tratamento dos animais:

[000107] O tratamento dos animais comegou no dia de randomizacao
9 dias depois da transplantacao celular. Anticorpo anti-CD20 tipo Il
humanizado glicomanipulado B-HH6-B-KV1 GE ou Rituximab foi
administrado como agentes unicos i.v. a cada 7 dias nos dias de estudo
9, 15, 23, 30, 37, 44, 51 e 58 na dosagem indicada de 30 mg/kg. O
veiculo correspondente foi administrado nos mesmos dias.
Ciclofosfamida e vincristina foram administrados i.v. uma vez por
semana nos dia 9, 15, 23, 30, 37, 44, 51 e 58 a 25 mg/kg ou 0,25 mg/kg,
respectivamente. Nos grupos de terapia de combinagdo, ambos os
anticorpos foram administrados 24 horas depois dos agentes
quimioterapicos nos dias 10, 16, 24, 31, 38, 45, 52 e 59.

Estudo de inibicido de crescimento tumoral in vivo:

[000108] No dia 35 depois da transplantacao celular, houve uma

significativa inibicdo de crescimento tumoral de 73%, 85%, 66%, 94%
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ou 90% nos animais que receberam rituximab, anticorpo anti-CD20 B-
HH6-B-KV1 GE, quimioterapia, combinacdo de quimioterapia e
anticorpo anti-CD20 ou combinacdo de quimioterapia e rituximab,
respectivamente, em comparagdo com o grupo controle. Ao final do
experimento, uma inibicdo de crescimento tumoral significativamente
melhor foi observada no grupo de combinagdo de quimioterapia /
anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE em comparacao com o grupo de
combinagao de quimioterapia / rituximab.

[000109] O efeito dos diferentes tratamentos até o fim do estudo no
dia 64 depois da transplantacéo celular foi demonstrado pelo valor do
Adiamento do Crescimento Tumoral (T-C, em que T é o tempo médio
em dias requerido para os tumores do grupo de tratamento atingirem
uma medida predeterminada de 1500 mm?, e C € o tempo médio em
dias para os tumores do grupo controle atingirem a mesma medida). Os
resultados sédo mostrados na tabela a seguir:

Tabela 3:

Adiamento do crescimento tumoral dos grupos de tratamento com-

parados com o grupo controle em dias

Grupo | Composto (Dosagem) valor T — C (dias)
2 Rituximab (30 mg/kg) 13
3 Anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE (30 mg/kg) | 19

4 Ciclofosfamida (25 mg/kg) 14
Vincristina (0,25 mg/kg)

Ciclofosfamida (25mg/kg)
5 Vincristina (0,25 mg/kg) 38
anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE (30 mg/kg)
Ciclofosfamida (25 mg/kg)

6 Vincristina (0,25 mg/kg) 28
Rituximab (30 mg/kg)

Exemplo 2
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Determinacao da proporcéo das capacidades de ligacdo a CD20 sobre
células Raji (ATCC N° CCL-86) de anticorpo anti-CD20 tipo Il em
comparacao com rituximab

[000110] Ceélulas Raji (ATCC N° CCL-86) foram mantidas em cultura
em meio RPMI-1640 (PanBiotech GmbH, Cat. No. P0O4-18500)
contendo 10% de FCS (Gibco, Cat. N°10500-064). O anticorpo anti-
CD20 tipo Il B-HH6-B-KV1 GE (anticorpo B-Ly1 humanizado,

glicomanipulado) e rituximab foram marcados usando Cy5 Mono NHS

ester (Amersham GE Healthcare, Catalogo N° PA15101) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Rituximab conjugado a Cy5 tinha uma
propor¢ao de marcacéo de 2,0 moléculas Cy5 por anticorpo. B-HH6-B-
KV1 conjugado a Cy5 tinha uma proporcdo de marcacdo de 2,2
moléculas Cy5 por anticorpo. De modo a determinar e comparar as
capacidades e modo de ligacdo de ambos os anticorpos, curvas de
ligacao (por titulagao de Rituximab conjugado a Cy5 e B-HH6-B-KV1 GE
conjugado a Cy5) foram geradas por imunofluorescéncia direta usando
a linhagem celular Raji de linfoma de Burkitt (ATCC N° CCL-86).
Intensidades de fluorescéncia média (MFI) foram analisadas como
EC50 (50% da intensidade maxima) para Rituximab conjugado a Cy5 e
B-HH6-B-KV1 GE conjugado a Cy5, respectivamente. 5*105 células por
amostra foram coradas por 30 min a 4°C. Depois disso, as células foram
lavadas em meio de cultura. Tintura de iodeto de propidio (PI) foi usada
para excluir células mortas. Foram realizadas medi¢cbes usando o
FACSArray (Becton Dickinson), lodeto de propidio (PI) foi medido em
Far Red A e Cy5 a Red-A. A figura 2 mostra a Intensidade de
fluorescéncia média (MFI) para ligacdo a EC50 (50% da intensidade
maxima) de B-HH6-B-KV1 GE conjugado a Cy5 (barra preta) e rituximab
conjugado a Cy5 (barra branca).

[000111] Em seguida a proporc¢éao das capacidades de ligagao a CD20

sobre células Raji (ATCC-No. CCL-86) € calculada de acordo com a
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seguinte formula:

[000112] Proporgao das capacidades de ligagao a CD20 sobre células
Raji (ATCC-N° CCL-86) =

MIF(CyS-anticorpo anti-CD20) x proporcdo de marcacdo de Cy5(Cy5-
rituximab)

MIF(Cy5-rituximab) propor¢éo de marcagao de Cy5(Cy5- anticorpo anti-
CD20)

= MFI(B - HH6 - B - KV1) x propor¢cédo de marcacédo de Cy5 (Cy5-
rituximab)

MIF(Cy5-rituximab) propor¢cado de marcag¢ao de Cy5 (B - HH6 - B - KV1)
=207 x2,2=0,44433 2,0

[000113] Portanto B-HH6-B-KV1 GE como um anticorpo anti-CD20

tipo |l tipico apresenta capacidade de ligagao reduzida em comparagéo

com rituximab.

Exemplo 3
Atividade antitumoral de tratamento combinado de um anticorpo anti-

CD20 tipo Il com aumentada citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) (B-HH6-B-KV1 GE) com doxorubicina.

Agentes de teste:

[000114] Anticorpo anti-CD20 tipo II B-HH6-B-KV1 GE (= B-Ly1
humanizado, glicomanipulado B-HH6-B-KV1, vide a patente interna-
cional N° WO 2005/044859 e a patente internacional N° WO 2007/-

031875) foi proporcionado como solucdo de matéria-prima (c=9,4

mg/ml) pela GlycArt, Schlieren, Suica. Tampao de anticorpo incluiu
histidina, trealose e polissorbato 20. A solucédo de anticorpo foi diluida
adequadamente em PBS da matéria-prima para inje¢des prévias.

[000115] Rituximab foi proporcionado pela Hoffmann La Roche, Basel.
[000116] Doxorubicina foi adquirida como formulacao clinica da Hexal,
Holzkirchen, Alemanha. A diluicdo é ajustada a partir da solugdo de

matéria-prima reconstituida.
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Linhagens celulares e condicdées de cultura:

[000117] Ceélulas de linfoma Nao Hodgkin folicular humano RL foram
gentilmente proporcionadas pelo Dr. Charles Dumontet, INSERM 590,
Lyon, Franca. A linhagem de células tumorais foi rotineiramente culti-
vada em meio RPMI (PAA, Laboratories, Austria) suplementado com
10% de soro fetal bovino (PAA Laboratories, Austria) e L-glutamina a 2
mM, a 37°C em uma atmosfera saturada com agua a 5% de CO2. A
oassagem 2 foi usada para transplantacao.

Animais:

[000118] Camundongos fémeas SCID bege; idade de 7 a 8 semanas
na chegada (adquiridos da Charles River, Sulzfeld, Alemanha) foram
mantidos sob condic¢do livre de patdégeno especifico com ciclos diarios
de 12 h de luz /12 h de escuriddo de acordo com diretrizes submetidas
a um comité (GV-Solas; Felasa; TierschG). O protocolo de estudo
experimental foi revisado e aprovado pelo governo local. Depois da
chegada os animais foram mantidos na parte de quarentena da
instalagdo animal por uma semana para se tornarem habituados ao
novo ambiente e para observacado. Foi realizado monitoramento de
saude continuo em base regular. Foram proporcionados alimento de
dieta (Provimi Kliba 3337) e agua (acidificada pH 2,5 a 3) a vontade.

Monitoramento:

[000119] Os animais foram controlados diariamente para sintomas
clinicos e deteccio de efeitos adversos. Para monitoramento do inicio
ao fim do experimento o peso corporal dos animais foi documentado
duas vezes por semana e o volume tumoral foi medido por compasso
de calibre depois de estagiamento.

Tratamento dos animais:

[000120] O tratamento dos animais comecgou no dia da randomizacéao
14 dias depois da transplantagao celular. Anticorpo anti-CD20 tipo Il

humanizado, glicomanipulado B-HH6-B-KV1 GE ou Rituximab foi
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administrado como agentes unicos i.v. a cada 7 dias nos dias de estudo
14, 21, 28 , 35 e 42 na dosagem indicada de 30 mg/kg ou 60 mg/kg. O
veiculo correspondente foi administrado nos mesmos dias bem como
Doxorubicina a qual foi administrada i.v. uma vez por semana a 3 mg/kg.
Nos grupos de terapia de combinagéo, doxorubicina foi administrada i.v.
uma vez por semana nos dias 15, 22, 29, 37 e 43 a 3 mg/kg e Rituximab
foi administrado i.v. uma vez por semana nos mesmos dias a 30 mg/kg
no grupo de terapia de combinagao.

Exemplo 4

Atividade antitumoral de tratamento combinado de um anticorpo anti-
CD20 tipo 1l (B-HH6-B-KV1 GE) e Ciclofosfamida na linhagem celular
RL.

Agentes de teste:

[000121] Anticorpo anti-CD20 tipo II B-HH6-B-KV1 GE (= B-Ly1
humanizado, glicomanipulado B-HH6-B-KV1, vide a patente internaci-
onal N° WO 2005/044859 e a patente internacional N°. WO

2007/031875) foi proporcionado como solu¢cao de matéria-prima (c=9,4

mg/ml) da GlycArt, Schlieren, Suica. Tampado de anticorpo incluiu
histidina, trealose e polissorbato 20. Solu¢cdo de anticorpo foi diluida
adequadamente em PBS a partir de matéria-prima para injegdes
prévias.

[000122] Anticorpo anti-CD20 tipo | Rituximab foi proporcionado como
solucdo de matéria-prima (c=10 mg/ml) da Hoffmann La Roche, Basel,
Suica. O tampao contém polissorbato 80, Cloreto de sédio e Citrato de
sodio.

[000123] Ciclofosfamida foi adquirida como formulacdo clinica da
Baxter Oncology GmbH, Halle, Alemanha ou medac, Gesellschaft fiir
klinische Spezialprdparate mbH, Hamburgo, Alemanha, respectiva-
mente. A diluicdo foi ajustada a partir da solugdo de matéria-prima

reconstituida.
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Linhagens celulares e condicdées de cultura:

[000124] A linhagem de células de linfoma Nao Hodgkin folicular
humano RL é cultivada rotineiramente em meio RPMI 1640 suple-
mentado com 10% de soro de feto de vitelo e antibidticos. As células RL
crescem em suspenséo e formam aglomerados. Células de crescimento
exponencial foram injetadas por via subcutdnea em camundongos
SCID.

Animais:

[000125] Os animais usados foram camundongos SCID fémeas de 6
semanas de idade, proporcionados pela Charles River (L’Arbresle,
Franga) com status IPSOS. Os animais foram alojados no minimo uma
semana antes da injecao de células RL. As gaiolas continham 5 animais.

Monitoramento:

[000126] Os animais foram controlados diariamente para sintomas
clinicos e deteccio de efeitos adversos. Para monitoramento do inicio
ao fim do experimento o peso corporal dos animais foi documentado
duas vezes por semana e o0 volume do tumor foi medido por compasso
de calibre depois de estagiamento. Os critérios de exclusdo do estudo
para os animais foram descritos e aprovados pelo Comité de Animais
Experimentais local.

Tratamento de animais:

[000127] O tratamento comegou 31 dias depois da transplantacdo
celular na randomizagdo. Anticorpo anti-CD20 tipo Il humanizado B-
HH6-B-KV1 GE, veiculo ou rituximab foram administrados por i.v. uma
vez por semana aos animais em uma dosagem de 30 mg/kg, (dia 31,
38, 45 e 52). A ciclofosfamida foi injetada nos mesmos dias em uma
dose de 50 mg/kg. As diluigcdes de anticorpos foram recém-preparadas
do estoque antes do uso.

Estudo de inibicdo de crescimento tumoral in vivo:

[000128] No dia 66 depois da transplantagao celular, houve uma
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significativa inibicdo de crescimento tumoral de 54%, 85% ou 91% nos
animais aos quais foram administradas as combinac¢des de Rituximab e
Ciclofosfamida, anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE e Rituximab ou
anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE e ciclofosfamida. Deste modo, o
tratamento de combinacéo de anticorpo anti-CD20 B-HH6-B-KV1 GE e
ciclofosfamida produziu a melhor atividade antitumoral comparada com

o tratamento com ciclofosfamida somente.
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REIVINDICAGOES

1. Uso de um anticorpo anti-CD20 que € o anticorpo B-Ly1
humanizado compreendendo uma regido variavel da cadeia pesada
(VH) da SEQ ID NO: 7 e uma regido variavel da cadeia leve (VL) da
SEQ ID NO: 20 e um ou mais agentes quimioterapicos selecionados do
grupo consistindo em ciclofosfamida, vincristina e doxorubicina,
caracterizado pelo fato de ser para a fabricacdo de um medicamento
para o tratamento de cancer expressando CD20.

2. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o tratamento com o agente quimioterapico € ciclofosfamida
e vincristina.

3. Uso de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o agente quimioterapico é ciclofosfamida, vincristina e
doxorubicina.

4. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo anti-CD20 é
glicomanipulado.

5. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
4, caracterizado pelo fato de que o cancer expressando CD20 € um
linfoma ndo Hodgkin de Células B (NHL).

6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

4, caracterizado pelo fato de que prednisona adicional é usada.
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FIG. 3
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