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Relatorio Descritivo da Patente de Invencéo para "COMBI-
NACAO FARMACEUTICA SINERGICA COMPREENDENDO ANTI-
CORPOS QUE RECONHECEM, ESPECIFICAMENTE, CD38 E CI-
TARABINA, E USOS DOS MESMOS".
[0001] A presente invencéo se refere as combinacdes dos anticor-
pos monoclonais direcionadas contra o0 CD38 e a citarabina os quais
sdo terapeuticamente Uteis no tratamento de doencas neoplasicas.
[0002] O CD38 é uma glicoproteina de transmembrana tipo Il 45
kD com um longo dominio extracelular C-terminal e um curto dominio
citoplasmico N-terminal. A proteina CD38 é uma ectoenzima bifuncio-
nal que pode catalisar a conversdo de NAD* em ADP-ribose ciclica
(cADPR) e da mesma forma hidrolisar cCADPR em ADP-ribose. O
CD38 é super-regulado e tem sido envolvido em muitas malignidades
hematopoéticas.
[0003] Os anticorpos monoclonais 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, e 38SB39, que especificamente reconhecem o
CD38, sao descritos no Pedido PCT W02008/047242. Os referidos
anticorpos anti-CD38 sdo capazes de matar as células CD38* por
meio de trés diferentes mecanismos citotoxicos, inducédo de apoptose,
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo (ADCC), e
citotoxicidade dependente de complemento (CDC). Além disso, estes
anticorpos sdo capazes de diretamente induzir a apoptose das células
CD38*, até mesmo sem a presenca das células do estroma ou citoci-
nas derivadas do estroma. A citarabina é um agente antimetabdlico
empregado na quimioterapia. Existe ainda uma necessidade de novos
e eficazes medicamentos para o tratamento de cancer.
[0004] Tem sido agora constatado, e para esta invencéo, que a
eficacia dos anticorpos anti-CD38 humanizados pode ser considera-
velmente melhorada quando é administrada em combinacdo com pelo

menos uma substancia que é terapeuticamente util nos tratamentos
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anticancer e tem um mecanismo idéntico a ou diferente de um dentre
0s anticorpos anti-CD38 humanizados e que esta limitado na presente
invencao a citarabina.

[0005] O termo "anticorpo” é empregado aqui no mais amplo sen-
tido e especificamente abrange os anticorpos monoclonais (incluindo
0s anticorpos monoclonais de tamanho natural) de qualquer isotipo,
tais como, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, anticorpos policlonais, anticorpos
multiespecificos, anticorpos quimeéricos, e fragmentos de anticorpo.
Um anticorpo IgG tipico € compreendido de duas cadeias pesadas
idénticas e duas cadeias leves idénticas as quais sdo unidas por meio
de ligacbes de dissulfeto. Cada cadeira leve e pesada contém uma
regido constante e uma regiao variavel. Cada regido variavel contém
trés segmentos chamados "regides de determinacdo de complementa-
ridade" ("CDRs") ou "regides hipervariaveis", as quais sao principal-
mente responsaveis por ligar um epitopo de um antigeno. Sao geral-
mente referidos como CDR1, CDR2, e CDR3, numerados sequencial-
mente a partir do terminal de N. As por¢des mais altamente conserva-
das das regides variaveis além das CDRs sédo chamadas as "regidoes
de estrutura”.

[0006] Como empregado aqui, "VH" ou "VH" se refere a regido va-
ridvel de uma cadeia pesada de imunoglobulina de um anticorpo, inclu-
indo a cadeia pesada de um fragmento de Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab'
ou F(ab"2. A referéncia a "V." ou "VL" se refere a regido variavel da
cadeia leve de imunoglobulina de um anticorpo, incluindo a cadeia leve
de um fragmento de Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab' ou F(ab")2.

[0007] O anticorpo 38SB13 compreende pelo menos uma cadeia
pesada tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em SEQ ID
NO: 50 e pelo menos uma cadeia leve tendo uma sequéncia de amino-
acido consistindo em SEQ ID NO: 38, a referida cadeia pesada com-

preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
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consistindo em SEQ ID NOs: 1, 2, e 3, e a referida cadeia leve compre-
endendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 4, 5, e 6.

[0008] O anticorpo 38SB18 compreende pelo menos uma cadeia
pesada tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em SEQ ID
NO: 52 e pelo menos uma cadeia leve tendo uma sequéncia de amino-
acido consistindo em SEQ ID NO: 40, a referida cadeia pesada com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 7, 8, e 9, e a referida cadeia leve compre-
endendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 10, 11, e 12.

[0009] O anticorpo 38SB19 compreende pelo menos uma cadeia
pesada tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em SEQ ID
NO: 54 e pelo menos uma cadeia leve tendo uma sequéncia de amino-
acido consistindo em SEQ ID NO: 42, a referida cadeia pesada com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 13, 14, e 15, e a referida cadeia leve com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 16, 17, e 18.

[00010] O anticorpo 38SB30 compreende pelo menos uma cadeia
pesada tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em SEQ ID
NO: 56 e pelo menos uma cadeia leve tendo uma sequéncia de amino-
acido consistindo em SEQ ID NO: 44, a referida cadeia pesada com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 19, 20, e 21, e a referida cadeia leve com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 22, 23, e 24.

[00011] O anticorpo 38SB31 compreende pelo menos uma cadeia
pesada tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em SEQ ID

NO: 58 e pelo menos uma cadeia leve tendo uma sequéncia de amino-
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acido consistindo em SEQ ID NO: 46, a referida cadeia pesada com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 25, 26, e 27, e a referida cadeia leve com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 28, 29, e 30.

[00012] O anticorpo 38SB39 compreende pelo menos uma cadeia
pesada tendo uma sequéncia de aminoacido consistindo em SEQ ID
NO: 60 e pelo menos uma cadeia leve tendo uma sequéncia de amino-
acido consistindo em SEQ ID NO: 48, a referida cadeia pesada com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 31, 32, e 33, e a referida cadeia leve com-
preendendo trés CDRs sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido
consistindo em SEQ ID NOs: 34, 35, e 36.

[00013] As linhagens celulares de hibridoma produzindo os anticor-
pos anti-CD38 de murino 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31,
e 38SB39 tém sido depositadas na American Type Culture Collection
(10801 University Bid, Manassas, VA, 20110-2209, USA), em 21 de ju-
nho de 2006, sob os numeros de deposito PTA-7667, PTA-7669, PTA-
7670, PTA-7666, PTA-7668, e PTA-7671, respectivamente (como des-
crito em WO 2008/047242).

[00014] O termo "anticorpo humanizado”, como empregado aqui, se
refere a um anticorpo quimérico o qual contem a sequéncia minima
derivada de imunoglobulina ndo humana. A meta da humanizacédo é
uma reducdo na imunogenicidade de um anticorpo xenogénico, tal
como, um anticorpo de murino, para a introdugdo em um humano, ao
mesmo tempo em que mantendo a afinidade de ligacao total do anti-
geno e especificidade do anticorpo. Os anticorpos humanizados, ou
anticorpos adaptados para a nao rejeicdo por outros mamiferos, po-
dem ser produzidos empregando-se diversas tecnologias, tais como,

recomposicao e enxerto da CDR. Como empregado aqui, a tecnologia
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da recomposicdo emprega uma combinacdo de modelagem molecular,
analise estatistica e mutagénese para alterar as superficies da nao
CDR das regides variaveis do anticorpo para assemelharem-se as su-
perficies dos anticorpos conhecidos do hospedeiro alvo. A tecnologia
do enxerto da CDR envolve a substituicdo das regides de determina-
cado de complementaridade de, por exemplo, um anticorpo de camun-
dongo, em um dominio de estrutura humana, por exemplo, vide WO
92/22653. Os anticorpos quimeéricos humanizados de preferéncia tém
regides constantes e regides variaveis diferente das regides de deter-
minacdo de complementaridade (CDRs) derivadas substancialmente
ou exclusivamente a partir das regibées do anticorpo humano corres-
pondente e CDRs derivadas substancialmente ou exclusivamente a
partir de um mamifero diferente de um humanao.

[00015] As estratégias e os métodos para a recomposi¢cdo dos anti-
corpos, e outros métodos para a reducdo da imunogenicidade dos an-
ticorpos dentro de um diferente hospedeiro, sdo descritos na Patente
dos Estados Unidos 5.639.641, que é aqui incorporada em sua totali-
dade por referéncia. Os anticorpos podem ser humanizados empre-
gando uma variedade de outras técnicas incluindo enxerto de CDR
(EP 0 239 400; WO 91/09967; as Patentes dos Estados Unidos Nos.
5.530.101; e 5.585.089), folheando ou recompondo (EP 0 592 106; EP
0 519 596; Padlan E. A., 1991, Molecular Immunology 28(4/5): 489-
498; Studnicka G. M. e outros, 1994, Protein Engineering, 7(6): 805-
814; Roguska M.A. e outros, 1994, PNAS, 91: 969-973), baralhamento
da cadeia (Patente dos Estados Unidos N°. 5,565,332), e identificacédo
para os residuos flexiveis (PCT/US2008/074381). Os anticorpos hu-
manos podem ser produzidos por meio de uma variedade de métodos
conhecidos na técnica incluindo os métodos de exibicdo do fago. Vide,
também, as Patentes dos Estados Unidos Nos. 4.444.887, 4.716.111,
5.545.806, e 5.814.318; e publicacéo de pedido de patente internacio-
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nal niameros WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO
98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, e WO 91/10741 (as referidas
referéncias incorporadas por referéncia em suas totalidades).

[00016] Os anticorpos anti-CD38 da combinagao farmacéutica da
presente invencdo sao anticorpos humanizados que reconhecem as
células CD38" mortas e CD38 por meio de apoptose, ADCC e CDC.
Em uma outra modalidade, os anticorpos humanizados da invengéo
sao capazes de matar as referidas células CD38" por meio de apopto-
se até mesmo na auséncia das células do estroma ou citocinas deri-
vadas do estroma.

[00017] Uma modalidade preferida de um tal anticorpo humanizado
estd um anticorpo 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, ou
38SB39 humanizado, ou um fragmento de ligacédo de epitopo deste.
[00018] As CDRs dos anticorpos 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, e 38SB39 séo identificados por meio de modelagem
e suas estruturas moleculares tém sido previstas. Deste modo, em uma
modalidade, esta invencao fornece os anticorpos humanizados ou o
fragmento de ligacdo de epitopo deste compreendendo uma ou mais
CDRs tendo uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do gru-
po consistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36 e 81. Em uma modalidade preferida de uma tal, uma ver-
sdo humanizada de 38SB13 é fornecida, a qual compreende pelo me-
nos uma cadeia pesada e pelo menos uma cadeia leve, em que a refe-
rida cadeia pesada compreende trés regides determinantes de comple-
mentaridade sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido represen-
tadas pelas SEQ ID NOs: 1, 2, e 3, e em que a referida cadeia leve
compreende trés regides determinantes de complementaridade se-
guenciais tendo as sequéncias de aminoacido representadas pelas

SEQ ID NOs: 4, 5, e 6. Em outra modalidade preferida, uma versao hu-
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manizada de 38SB18 é fornecida, a qual compreende pelo menos uma
cadeia pesada e pelo menos uma cadeia leve, em que a referida cadeia
pesada compreende trés regides determinantes de complementaridade
sequenciais tendo as sequéncias de aminoacido representadas pelas
SEQ ID NOs: 7, 8, e 9, e em que a referida cadeia leve compreende
trés regides determinantes de complementaridade sequenciais tendo as
sequéncias de aminoacido representadas pelas SEQ ID NOs: 10, 11, e
12. Em outra modalidade preferida, uma versdo humanizada de
38SB19 é fornecida, a qual compreende pelo menos uma cadeia pesa-
da e pelo menos uma cadeia leve, em que a referida cadeia pesada
compreende trés regides determinantes de complementaridade se-
guenciais tendo as sequéncias de aminoacido representadas pelas
SEQ ID NOs: 13, 81, e 15, e em que a referida cadeia leve compreende
trés regides determinantes de complementaridade sequenciais tendo as
sequéncias de aminoacido representadas pelas SEQ ID NOs: 16, 17, e
18. Em outra modalidade preferida, uma versdo humanizada de
38SB30 é fornecida, a qual compreende pelo menos uma cadeia pesa-
da e pelo menos uma cadeia leve, em que a referida cadeia pesada
compreende trés regibes determinantes de complementaridade se-
guenciais tendo as sequéncias de aminoacido representadas pelas
SEQ ID NOs: 19, 20, e 21, e em que a referida cadeia leve compreende
trés regides determinantes de complementaridade sequenciais tendo as
sequéncias de aminoacido representadas pelas SEQ ID NOs: 22, 23, e
24. Em outra modalidade preferida, uma versao humanizada de
38SB31 é fornecida, a qual compreende pelo menos uma cadeia pesa-
da e pelo menos uma cadeia leve, em que a referida cadeia pesada
compreende trés regides determinantes de complementaridade se-
guenciais tendo as sequéncias de aminoacido representadas pelas
SEQ ID NOs: 25, 26, e 27, e em gque a referida cadeia leve compreende

trés regides determinantes de complementaridade sequenciais tendo as
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sequéncias de aminoacido representadas pelas SEQ ID NOs: 28, 29, e
30. Em outra modalidade preferida, uma versdao humanizada de
38SB39 é fornecida, a qual compreende pelo menos uma cadeia pesa-
da e pelo menos uma cadeia leve, em que a referida cadeia pesada
compreende trés regibes determinantes de complementaridade se-
guenciais tendo as sequéncias de aminoacido representadas pelas
SEQ ID NOs: 31, 32, e 33, e em gue a referida cadeia leve compreende
trés regides determinantes de complementaridade sequenciais tendo as
sequéncias de aminoacido representadas pelas SEQ ID NOs: 34, 35, e
36.

[00019] Em uma modalidade, esta invencao fornece os seus frag-
mentos ou anticorpos humanizados os quais compreendem uma Vx
tendo uma sequéncia de aminoéacido selecionada a partir do grupo das
SEQ ID NOs: 66 e 72. Em uma modalidade preferida de um tal, um
anticorpo 38SB19 humanizado é fornecido o qual compreende uma VH
tendo uma sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO:
66. Em outra modalidade preferida, um anticorpo 38SB31 humanizado
é fornecido o qual compreende uma Vy tendo uma sequéncia de ami-
noacido representada por SEQ ID NO: 72.

[00020] Em outra modalidade, esta invencao fornece os seus frag-
mentos ou anticorpos humanizados os quais compreendem uma V.
tendo uma sequéncia de aminoéacido selecionada a partir do grupo das
SEQ ID NOs: 62, 64, 68, e 70. Em uma modalidade preferida de um
tal, um anticorpo 38SB19 humanizado é fornecido o qual compreende
uma V. tendo uma sequéncia de aminoacido escolhida a partir do gru-
po das SEQ ID NOs: 62 e 64. Em outra modalidade preferida, um anti-
corpo 38SB31 humanizado é fornecido o qual compreende uma V.
tendo uma sequéncia de aminoacido escolhida a partir do grupo das
SEQ ID NOs: 68 e 70.

[00021] Cada uma das versdes humanizadas dos anticorpos
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38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, e 38SB39 tem sido mos-
trada ser particularmente vantajosa como um agente anticancer. A
preparacdo, as propriedades fisicas e propriedades farmacologicas
benéficas destes sdo descritas em WO 2008/047242, que é incorpora-
da por referéncia aqui em sua totalidade. De modo geral, as doses
empregadas para o tratamento em seres humanos, que depende dos
fatores distintivos para o paciente a ser tratado, estdo entre 1 e 150
mg/ kg administrados oralmente ou entre 1 e 150 mg/ kg administradas
intravenosamente.

[00022] A citosina arabinosideo ou a citarabina ou a araC (nome da
marca registrada: Aracytin™) é um agente antimetabodlico (1pB-
arabinofuranosilcitosina). A citarabina € rapidamente convertida em
citosina arabinosideo trifosfosfato, que danifica o0 DNA quando o ciclo
celular esta na fase S (sintese de DNA). Rapidamente dividindo as cé-
lulas, que requerem replicacao de DNA para mitose, Sao por esse mo-
tivo mais afetadas. A citarabina da mesma forma inibe ambas enzimas
DNA redutase e RNA polimerases e nucleotideos necessarios para a
sintese de DNA.

[00023] A citarabina é rapidamente desaminada no corpo para o
derivado de uracila inativo e por esse motivo € muitas vezes adminis-
trada por meio de infusdo intravenosa continua.

[00024] Um aspecto da invencdo é uma composicao farmacéutica
compreendendo um anticorpo anti-CD38 em combinagdo com pelo
menos a citarabina. Uma vez que a atividade dos produtos depende
das doses empregadas, é deste modo possivel empregar doses meno-
res e aumentar a atividade, ao mesmo tempo em que, diminuindo os
fenbmenos da toxicidade. A eficacia melhorada de uma combinacéao,
de acordo com a invencgao, pode ser demonstrada por meio da conclu-
sao da sinergia terapéutica. Uma combinacdo manifesta a sinergia te-

rapéutica se é terapeuticamente superior ao melhor agente do estudo
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empregado apenas em sua dose maxima tolerada ou em sua dose
mais alta testada quando a toxicidade pode nao ser alcancada na es-
pécie animal.
[00025] Esta eficacia pode ser quantificada, por exemplo, pela mor-
te da ceélula logio, a qual € determinada de acordo com a férmula que
segue:

morte da célula logio = T-C (dias)/ 3,32* Tq

em que T - C representa o retardamento do crescimento do
tumor, que é o tempo médio em dias para os tumores do grupo tratado
(T) e os tumores do grupo de controle (C) para alcancar um valor pre-
determinado (1 g por exemplo), e Tq representa o tempo em dias ne-
cessarios para o volume do tumor dobrar nos animais de controle [T.
H. Corbett e outros, Cancer, 40: 2660-2680 (1977); F. M. Schabel e
outros, Cancer Drug Development, Parte B, Methods in Cancer Rese-
arch, 17: 3-51 , New York, Academic Press Inc. (1979)]. Um produto é
considerado ser ativo se a morte da célula logio € maior do que ou
igual a 0,7. Um produto é considerado ser muito ativo se a morte da
célula logio € maior do que 2,8.
[00026] A combinacdo, em que cada um dos componentes deve
estar presente em uma dose de modo geral nao excedendo sua dose
méaxima tolerada, deve manifestar a sinergia terapéutica quando a
morte da célula logio € maior do que o valor da morte da célula logio do
melhor componente quando € administrado sozinho e empregado em
sua dose maxima tolerada ou em sua dose mais elevada testada.
[00027] A eficacia das combinacBes nos tumores solidos pode ser
determinada experimentalmente do modo que segue:
[00028] Os animais submetidos ao experimento, de modo geral ca-
mundongos, sdo subcutaneamente enxertados bilateralmente com de
30 a 60 mg de um fragmento do tumor no dia 0. Os animais sofrendo

de tumores sdo aleatorizados com base em seu tamanho de tumor an-
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tes de serem submetidos aos varios tratamentos e controles. A quimio-
terapia comeca quando os tumores tém alcangado um tamanho prede-
terminado apos o enxerto, dependendo do tipo de tumor, e 0s animais
sao observados todos os dias. Os diferentes grupos de animais sao
pesados diariamente durante o tratamento até que a perda maxima de
peso é alcancada e subsequente completa recuperacdo de peso tenha
ocorrido. Os grupos sdo em seguida pesados uma ou duas vezes por
semana até o término do teste.

[00029] Os tumores sao medidos de 1 a 5 vezes por semana, de-
pendendo do tempo de duplicacdo do tumor, até que o tumor alcance
aproximadamente 2 g, ou até que o animal morra (se isto ocorre antes
de que o tumor alcance 2 g). Os animais s&o necropsiados imediata-
mente apds a eutanasia ou a morte.

[00030] A atividade antitumor é determinada de acordo com os dife-
rentes parametros registrados.

[00031] Os resultados obtidos com as combinagdes de hu38SB19 e
da citarabina empregada em suas doses ideais sao indicados neste
contexto como os exemplos.

[00032] A presente invencdo da mesma forma se refere, por esse
motivo, as composi¢cdes farmacéuticas contendo as combinacdes de
acordo com a invengao.

[00033] Os componentes cuja combinacdo é composta, podem ser
administrados simultaneamente, semissimultaneamente, separada-
mente, ou espacados durante um periodo de tempo a fim de obter a
efichcia maxima da combinacéo; sendo possivel para cada administra-
cdo variar em sua duracdo a partir de uma rapida administracdo para
uma perfuséo continua.

[00034] Como um resultado, para os propositos da presente inven-
cdo, as combina¢des ndo estdo exclusivamente limitadas aquelas que

sao obtidas por meio da associacédo fisica dos componentes, mas da
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mesma forma aquelas que permitem uma administracdo separada,
que pode ser simultdnea ou espacada durante um periodo de tempo.
[00035] As composi¢cOes de acordo com a invencdo sédo de prefe-
réncia as composi¢cdes que podem ser administradas parentalmente.
De qualquer modo, estas composi¢cdes podem ser administradas oral-
mente, subcutaneamente ou intraperitonealmente no caso das terapias
regionais localizadas.

[00036] As composicdes para a administracdo parental sdo de mo-
do geral farmaceuticamente aceitaveis, suspensdes ou solucdes esté-
reis que podem opcionalmente ser preparadas quando necessario no
momento do uso. Para a preparacao de solugdes ou suspensdes nao
aguosas, Oleos vegetais naturais, tais como, azeite de oliva, oleo de
gergelim ou petroleo liquido ou ésteres organicos injetaveis, tal como,
o oleato de etila pode ser empregado. As solu¢des aquosas estéreis
podem consistir em uma solucdo do produto em agua. As solucdes
aguosas sao adequadas para administracéo intravenosa forneceram o
pH € apropriadamente ajustavel e a solucdo é produzida isotdnica, por
exemplo, com uma quantidade suficiente de cloreto de sédio e glicose.
A esterilizagcdo pode ser realizada por meio do aquecimento ou por
gualquer outro meio que ndo adversamente afeta a composicdo. As
combinacdes podem da mesma forma, empregar a forma de liposso-
mas ou a forma de uma associa¢cdo com 0s portadores como ciclodex-
trinas ou polietilenos glicais.

[00037] As composicdes para administracdo oral, subcutanea ou
intraperitoneal sdo de preferéncia suspensdes ou solu¢gdes aquosas.
[00038] Nas combinacdes de acordo com a invencéao, a aplicacéo
dos componentes a qual pode ser simultanea, separada ou espacada
durante um periodo de tempo, é especialmente vantajosa para a quan-
tidade de anticorpo anti-CD38 humanizados representa de 10 a 90 %

em peso da combinacgéo, sendo possivel para este teor variar de acor-
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do com a natureza da substancia associada, a eficacia procurada e a
natureza do cancer a ser tratado.
[00039] As combinacbGes de acordo com a invencdo sao especial-
mente Uteis no tratamento de diversos tipos de cénceres incluindo
(mas nao limitadas a) o que segue: carcinomas e adenocarcinomas,
incluindo aqueles da bexiga, do seio, do cdélon, da cabeca e do pesco-
¢o, préstata, do rim, do figado, de pulm&o, do ovario, de pancreas, do
estdbmago, da cérvice, tireoide e da pele, e incluindo carcinoma de cé-
lula escamosa; tumores hematopoéticos da linhagem linfoide, incluindo
mieloma multiplo, leucemia, leucemia linfocitica crénica e aguda (ou
linfoide), leucemia linfoblastica aguda e crénica, finfoma de células B,
linfoma de célula T, linfoma de ndo Hodgkin (por exemplo, linfoma de
Burkitt); tumores hematopoéticos da linhagem mieloide, incluindo leu-
cemias mielogenosas cronicas e agudas (mieloide ou mielocitica), e
leucemia promielocitica; tumores de origem mesenquimal, incluindo
fibrossarcoma, osteossarcoma e rabdomiossarcoma; tumores do sis-
tema nervoso periférico e central, incluindo astrocitoma, neuroblasto-
ma, glioma, e schwanomas; e outros tumores, incluindo melanoma,
teratocarcinoma, xenoderoma pigmentoso, ceratoacantoma, e semi-
noma, e outros canceres ainda a serem determinados em que CD38 é
expresso. Sao principalmente Uteis para o tratamento da leucemia, lin-
foma e canceres resistentes aos agentes anticancer geralmente em-
pregados quando os anticorpos anti-CD38 anticorpos tém um Unico
mecanismo de acao.
[00040] Deste modo, a invencdo da mesma forma abrange o uso
das combinacfes acima para a fabricacdo de um medicamento para o
tratamento do cancer.

Exemplo:
[00041] Neste exemplo, a eficacia de uma combinacéo de anticorpo

anti-CD38/ citarabina da invencéo para a inibicdo do crescimento do
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tumor foi demonstrada in vivo.

[00042] O modelo de tumor selecionado foi uma linhagem de célu-
las de leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL) humana
transplantavel, DND-41, implantado nos camundongos SCID.

[00043] Hu38SB19 foi formulado em salina de tampéo de fosfato,
sem Ca?* e Mg?*, pH7.4. Hu38SB19 foi administrado intravenosamen-
te nos dias 18, 21, 24, 27 apos o implante do tumor.

[00044] Palmo Ara-C, um derivado adequado de citarabina para
administracdo de liberag&o lenta em camundongos, foi formulado em 3
% de etanol, 1 % de polissorbato 80, 96 % de agua, e fomos adminis-
trados subcutaneamente nos dias 18, 21, 24, 27 apGs o implante do
tumor.

[00045] Os resultados do experimento sao registrados na tabela 1.
[00046] Tempo de duplicagao do tumor = 3,4 dias.

[00047] As metas que seguem foram empregadas:

* A toxicidade foi declarada na indugao de dosagens = 20 %
de perda do peso corporal ou = 10 % de morte do farmaco.

* A eficacia antitumor foi determinada por meio da avaliacao
da morte da célula log10 = (T-C) / [3,32 x (tempo de duplicacéo do tu-
mor em dias)]

(T significa o tempo médio dos camundongos tratados para
alcancar 750 mg e C o tempo médio (26,9 dias) dos camundongos de
controle para alcancar o mesmo tamanho; os sobreviventes livres de
tumor séo excluidos destes calculos e sdo tabulados separadamente).
Nenhuma atividade antitumor foi declarada por morte da célula log <
0,7, e o tratamento foi declarado altamente ativo para a morte da célu-
lalog 22,8

» Sobreviventes Livres do Tumor (TFS): correspondem a
completa regresséo abaixo do limite de palpacéo (63 mg) para a com-

pleta duracdo do estudo (> 100 dias ap0s o ultimo tratamento).
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* Sinergismo Terapéutico: uma combinacdo tem o sinergis-
mo terapéutico se € mais ativo do que o melhor agente Unico do estu-
do (por pelo menos 1 morte da célula log).

[00048] A toxicidade para Palmo Ara-C sozinha foi observada em
uma dose de 96,3 mg/ kg/ injecdo, com 6 mortes relacionadas ao far-
maco dos 6 camundongos tratados. A dose mais elevada ndo toxica
(HNTD) para Palmo Ara-C foi de 58,0 mg/ kg/ injecao (dose total inje-
tada = 232,0 mg/ kg). A dose de 58,0 mg/ kg/ injecao foi constatado
ser altamente ativa com uma morte da célula logio de 5,4 e 3/6 dos
TFS no dia 160. A dose abaixo de 36,0 mg/ kg/ injecéao (dose total inje-
tada = 144,0 mg/ kg) foi da mesma forma constatada ser altamente
ativa com uma morte da célula logio de 4,3. A dose mais baixa de 22,3
mg/ kg/ injecéo foi ativa com uma morte de da célula logio de 2,0.
[00049] Considerando hu38SB19, o produto foi bem tolerado em
uma dose de 40 mg/ kg/ injecdo. Nenhuma toxicidade foi observada,
gue pode ser explicada pela falta de reatividade cruzada do anticorpo
com murino CD38. A morte da célula logio foi de 0,5, indicando que
hu38DB19 nao foi ativo sob essas condic¢des.

[00050] A combinacdo de Palmo Ara-C em 96,3 mg/ kg/ injecao e
hu38SB19 em 40 mg/ kg/ injecédo foi toxica, com 5 mortes relacionadas
ao farmaco dos 6 camundongos tratados, isto €, muito similar ao qual
foi observado com Palmo Ara-C sozinho na mesma dose. A dose de
58,0 mg/ kg/ injecdo de Palmo Ara-C com 40 mg/ kg/ injecdo de
hu38SB19 foi considerada ser a HNTD. Extraordinariamente, nesta
dose, 5 dos 6 camundongos permaneceram TFS até o final do estudo
(dia 160). A dose menor de 36,0 mg/ kg/ injecao de Palmo Ara-C com
40 mg/ kg/ injecdo de hu38SB19 apresentou uma morte da célula logio
de 8,1 e 3/6 dos TFS em comparacdo a uma morte da célula logio de
4,3 e nenhum TFS para a dose equitoxica de Palmo Ara-C sozinha e

foi deste modo considerada altamente ativa. Uma atividade antitumor
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de 2,7 da morte da célula logio foi registrada para a dose inferior da
combinacdo (em comparacado a 2,0 da morta da célula logio para a do-
se equitoxica de Palmo Ara-C sozinha. NOs concluimos que a combi-
nacédo mostra um sinergismo terapéutico em comparagdo ao melhor

agente unico do estudo, Palmo Ara-C.
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Tabela I: Combinacédo de hu38SB19 e Palmo Ara-C com linfoblastica leucemia DND-41 aguda da célula T humana

avancada implantada em camundongos femininos SCID.

Dose mg/Kg/inj (dose total) Agenda (dias) |Toxidade|% BWC em|T-C morte |TFS
nadir da

célula

logio
hu38SB19 IV Palmo Ara-C
40,0 (160,0) - 18, 21, 24, 27 |0/6 -2,1 (19) 6,1 0,5 |0/6 HDT - Inativa
- 96,3 (385,2) 6/6 -26,6 (31) |- - - Toxica
- 58,0 (232,0) 18, 21, 24, 27 0/6 -6,1 (31) 60,5 54 3/6 HNTD - altamente ativa Altamente ativa
- 36,0 (144,0) 0/6 -4,6 (30) 48,6 43 |0/6 |Ativa
- 22,3 (89,2) 0/6 -0,5 (32) 22,1 20 |o/6
40,0 (160,0) 96,3 (385,2) 5/6 21,6 (34) |- - - Téxica
40,0 (160,0) 58,0 (232,0) 18, 21 24, 27 0/6 -6,5 (30) 5/6 HNTD - altamente ativa Altamente ativa
40,0 (160,0) 36,0 (144,0) 0/6 -3,2 (31) 90,930,8 8,1 |3/6 |Ativa
40,0 (160,0) 22,3 (89,2) 0/6 -1,7 (19) 2,7 |0/6

Tempo de duplicagcdo do tumor = 3,4 dias. Tamanho médio de tumor no inicio da terapia = de 124 a 136 mg. Tempo
para o controle mediano para alcancar 750 mg = 26,9 dias. BWC = mudanca do peso do corpo, T-C = retardamento
do crescimento do tumor, HDT = dose mais elevada testada, HNTD = dose mais elevada n&o toxica, TFS = sobrevi-
ventes livre de tumor, IV = intravenoso, SC = subcutaneo,. Formulacfes: hu38SB19 = salina de tampao de fosfato
sem Ca?* e Mg?*, pH 7,4, Palmo Ara-C = 3 % de etanol, 1 % de polissorbato 80, 96 % de agua.
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REIVINDICACOES

1. Combinacdo farmacéutica sinérgica, caracterizada pelo
fato de que compreende um anticorpo que reconhece especificamente
CD38 e pelo menos citarabina, em que o referido anticorpo é capaz de
matar uma célula CD38" por apoptose, citotoxicidade mediada por cé-
lula dependente de anticorpo (ADCC), e citotoxicidade dependente de
complemento (CDC),

em que o referido anticorpo € uma versédo humanizada do an-
ticorpo murino 38SB19, em que a cadeia pesada do referido anticorpo
murino 38SB19 compreende trés regides determinantes de complemen-
taridade sequenciais, apresentando sequéncias de aminoacidos repre-
sentadas pelas SEQ ID NOS: 13, 14 e 15, e em que a cadeia leve do re-
ferido anticorpo 38SB19 compreende trés regides determinantes de
complementaridade sequenciais apresentando sequéncias de aminoaci-
dos representadas pelas SEQ ID NOs: 16, 17 e 18.

2. Combinacédo farmacéutica sinérgica, caracterizada pelo
fato de que compreende um anticorpo hu38SB19 e pelo menos citara-
bina, na qual o anticorpo hu38SB19 apresenta uma cadeia pesada de
acordo com a SEQ ID NO: 66 e uma cadeia leve selecionada a partir
do grupo de SEQ ID NOs: 62 e 64.

3. Combinacéo farmacéutica sinérgica, caracterizada pelo fa-
to de que compreende um anticorpo que reconhece especificamente
CD38 e pelo menos citarabina, em que o referido anticorpo consiste em:

- uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoa-
cidos de SEQ ID NO: 62; e

- uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ ID NO: 66.

4. Uso de um anticorpo que reconhece, especificamente,
CD38, caracterizado pelo fato de que é para a preparacdo de uma

combinacao farmacéutica sinérgica, como definida na reivindicacao 1.
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5. Uso de uma combinacédo farmacéutica sinérgica, como
definida na reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que é para a
fabricacdo de um medicamento para o tratamento do cancer.

6. Uso, de acordo com a reivindicagéo 4 ou 5, caracterizado
pelo fato de que o céancer € selecionado do grupo que consiste em mi-
eloma multiplo, leucemia, leucemia linfocitica aguda e crénica, leuce-
mia linfoblastica aguda e crdnica, linfoma de células B, linfoma de cé-
lulas T, ndo-Linfoma de Hodgkin; leucemias mielégenas agudas e cro-

nicas e leucemia promielocitica.
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