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(57) Resumo: METODO PARA A EXPANSAO DE LINFOCITOS T
AUXILIARES CD4+ E/OU LINFOCITOS T CD8+ REATIVOS A
TUMOR, LINFOCITO- T REATIVO A TUMOR, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, METODOS PARA TRATAR UM INDIVIDUO
SOFRENDO DE UMA DOENCA DE ORIGEM NEOPLASICA E PARA
REALIZAR A REGRESSAO DE TUMOR EM UM INDIVIDUO, USO DE
LINFOCITOS-T REATIVOS A TUMOR, E, KIT A presente invencéo
descreve um método aperfeicoado para 5Sexpansdo e ativagdo de
linfécitos reativos a tumor, em particular linfécitos-T auxiliar CD4+ e/ou
CD8+, que podem ser usados para tratar e/ou evitar 5cancer. O
método fornece elevados numeros de linfécitos-T reativos a tumor
dentro de um curto intervalo de tempo e a possibilidade de direcionar o
desenvolvimento de linfécitos-T auxiliar CD4+ e/ou CD8+ para
5subpopulagbes especificas. O método compreende uma primeira fase
de 5linfocitos-T auxiliares CD4+ T e/ou CD8+ com antigeno derivado
de tumor, junto com pelo menos uma substancia tendo atividade
agonista em relagéo ao receptor IL-2, para promover a sobrevivéncia
de linfécitos-T auxiliar CD4+ T e/ou CD8+; e uma segunda fase de
ativar e promover o crescimento de linfécitos-T auxiliares CD4+ T e/ou
CD8+, em que a segunda fase é iniciada quando o marcador da
superficie de célula CD25 (ou marcador IL-2R) € regulado
negativamente em linfécitos-T auxiliar CD4+ T e/ou CD8+.
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“METODO PARA A EXPANSAO DE LINFOCITOS T AUXILIARES
CD4+ E/OU LINFOCITOS T CD8+ REATIVOS A TUMOR, LINFOCITO-
T REATIVO A TUMOR, COMPOSICAO FARMACEUTICA, METODOS
PARA TRATAR UM INDIVIDUO SOFRENDO DE UMA DOENCA DE
ORIGEM NEOPLASICA E PARA REALIZAR A REGRESSAO DE
TUMOR EM UM INDIVIDUO, USO DE LINFOCITOS-T REATIVOS A
TUMOR, E, KIT”

Campo da Invencao

A invengdo refere-se a um método aperfeicoado para expansdo
e ativagdo de linfocitos reativos a tumor, em particular linfocitos-T auxiliar
CD4+ e/ou CD8+. Os linfocitos-T néo séo linfécitos CD4+ CD25+" isto €, a
presente invengdo ndo cobre linfocitos-T reguladores. Os linfocitos podem ser
usados para tratar e/ou evitar cancer.
Fundamentos da Invencio

De acordo com a hipdtese de vigilancia imune, o sistema
imune é continuamente sensibilizado contra o desenvolvimento de tumores,
em que a evidéncia experimental apoia fortemente esta nog¢do. A identifica¢do
de antigenos de tumor especificos criou novas possibilidades para
imunoterapia de tumor e muitas abordagens imunoterapéuticas estdo agora
sendo transladadas para dentro de experimentos clinicos. Entre estes, a
transferéncia adotiva de linfocitos especificos de antigeno de tumor parece
particularmente promissora. Estas tentativas tém, até agora, sido usualmente
baseados em células mononucleares do sangue periférico ou linfécitos de
infiltracdo de tumor (TIL), separados de espécimes de tumor recente. Nos
experimentos recentes, o tratamento de pacientes com melanoma maligno
com transferéncia autéloga de TILs expandidos, taxas de respostas objetivas
de até 51% tém sido relatadas. As células TIL sdo poucas, elas sdo
freqiientemente  ndo-responsivas  (anérgicas) devido a mecanismos

imunossupressivos dos longos periodos de criagdo do tumor para que ocorram
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expansdes (diversos meses). Além disso, os protocolos tém sido dirigidos a
expanséo das células T citotoxicas CD8" e as células tém sido reintroduzidas
nos pacientes pré-condicionadas com quimioterapia e, além disso, os
pacientes tém sido tratados com altas doses de interleucina-2, para prover a
sobrevivéncia das células T CD8".

Descricio da inven¢io

Os presentes inventores mostraram anteriormente que a
ativacdo das células T ndo afetadas pode ocorrer dentro do microambiente
altamente especializado dos orgdos linféides secundarios, tais como o
linfonodo sentinela. Em outras palavras, o nodo sentinela pode ser
considerado como o sitio primario para o sistema imune encontrar antigenos
tumorais.

Os inventores verificaram anteriormente um método geral para
expansdo de linfocitos-T reativos a tumor dos linfonodos sentinela, mostrando
que ¢ possivel cultivar linfocitos-T obtidos de linfonodos sentinela, a fim de
obter-se uma cultura de linfocitos-T reativos a tumor. O linfécitos-T reativos
a tumor podem ser usados para tratar cancer, pela administragdo de uma
quantidade eficaz de linfécitos-T reativos a tumor no paciente de que os
nodos sentinela foram removidos.

O sucesso de um tratamento de céancer, compreendendo a
administracdo de linfécitos-T reativos a tumor, é determinado por fatores tais
como, p. €X., a quantidade de linfécitos-T reativos a tumor obtida ap0s a etapa
de expansdo, isto é, a quantidade de linfocitos-T reativos a tumor disponivel
para infusdo no paciente, o tempo requerido para obter-se uma quantidade
eficaz de linfocitos-T reativos a tumor e a concentragdo e proporc¢do de
subpopulagdes de linfécitos-T reativos a tumor, obtidas pelo método de
expansio.

Portanto, a presente inven¢do descreve um método

aperfeigoado para expanséo de linfocitos-T auxiliar CD4+ e/ou CD8+, em que
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condi¢des de cultura especificas foram determinadas e otimizadas € em que
marcadores especificos nos linfocitos T- e no meio de cultura sdo
monitorados por toda a fase de expansgo, a fim de obter-se elevados numeros
de linfécitos-T reativos a tumor no mais curto possivel intervalo de tempo.
Além disso, a inven¢do ao mesmo tempo fornece um método para dirigir o
desenvolvimento de linfoécitos-T auxiliares CD4+ e/ou CD8+ para
subpopulag¢des especificas. Os linfécitos-T ndo sdo linfocitos CD4+ CD25+%,
isto ¢, a presente invengdo ndo abrange os linfocitos-T reguladores.

Os linfécitos T CD4'CD25™, expressando o fator de
transcricdo FoxP3, sdo considerados células T reguladoras (Treg). As Tregs
tém a propriedade de regular as células auxiliares T e citotdxicas T, pela
inibicdo da ativagdo e proliferagdo e, além disso, as Treg inibem a produgéo e
liberagdo de citocinas Thl uteis, tais como IFN-gama. Assim, o método
apresentado aqui € desenvolvido a fim de promover a expansdo das células
auxiliares T e Das células T citotdxicas e evitar a expansdo das células Treg.

Os linfocitos-T reativos a tumor, muitissimo freqlientemente
gerados pelo presente método, sdo linfocitos-T auxiliares CD4+. Um dos
objetivos do presente método de expansdo €, em alguns aspectos, imitar o
trajeto natural do sistema imune do préprio paciente € em um certo grau
deixar os componentes do sistema imune do paciente determinar se, em
primeiro lugar, os linfocitos auxiliares CD4+ ou CD8+ sdo gerados,
dependendo de se o antigeno é apresentado por MCHI ou MCHII. Na maioria
dos casos, os antigenos serdo apresentados pela molécula MCH classe II,
resultando na geragio de linfocitos-T auxiliares CD4+. Entretanto, em alguns
casos, os linfécitos-T CD8+ sdo gerados. Se os linfocitos-T auxiliares CD4+
forem gerados, eles serdo mais expandidos, como descrito aqui, entretanto, o
método pode também ser usado para expandir células CD8+. Os inventores
verificaram que um método de expansdo, compreendendo duas diferentes

fases, sdo especialmente (teis para obter-se um elevado numero de linfécitos-
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T auxiliares CD4+ e/ou CD8+ em um intervalo de tempo relativamente curto,
as duas fases sendo

i) uma primeira fase de estimular os linfocitos-T reativos a
tumor com antigeno derivado de tumor, junto com pelo menos uma substancia
tendo atividade agonista em relacdo ao receptor IL-2, para promover a
sobrevivéncia dos linfocitos-T reativos a tumor e

ii) uma segunda fase de ativar e promover o crescimento de
linfocitos-T reativos a tumor, em que a segunda fase ii) ¢ iniciada quando o
marcador de superficie de célula CD25 (marcador IL-2R) é regulado
negativamente nos linfécitos-T.

Este método de expansio pode também ser realizado
utilizando-se mondcitos isolados do paciente como c€lulas especificas de
antigeno. Os mondcitos serdo administrados ao paciente quando diferenciadas
em células dendriticas pelo uso de citocinas de maturagdo, tais como IL-4,
GM_CSF e IL-3, seguido pela ativagio das células dentriticas pela adig¢do de
agéncias estimuladoras do receptor semelhante a Toll, tais como
lipopolissacarideo. O uso de células dendriticas ativadas maduras como a
populagdo especifica de antigeno pode promover e aumentar a expansdo das
células auxiliares T e células T citotoxicas T.

Definigoes

Pela expressdo “linfocitos-T reativos a tumor” pretende-se
significar linfocitos-T contendo um receptor de célula T especifico para e
reconhecendo um antigeno de tumor.

Pela expressdo “células auxiliares T” pretende-se significar
linfécitos-T que promovem respostas imune adaptativas, quando ativadas.

Pela expressdo “células Th” pretende-se significar células
auxiliares T, que promovem as respostas imune mediadas por c€lula quando
ativadas, utilizando-se citocinas tais como IFN-gama.

Pela expressdo “células Th2” pretende-se significar células
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auxiliares T promovendo respostas imunes humorais quando ativadas,
utilizando-se citocinas tais como IL-4.

Pela expressdo “linfécitos-T auxiliares CD4+” pretende-se
significar linfocitos-T que expressam CD4, porém néo o fator de transcrig@o
FoxP3.

Pela expressdo “linfocitos-T CD8+” pretende-se significar
linfocitos-T que expressam CDS8.

Pela expressdo “linfocito-T regulador” pretende-se significar
linfocitos-T que suprimem as respostas imunes adaptativas, expressando o
fator de transcrigdo FoxP3.

Pela expressdo “ativagdo especifica” de linfocitos-T pretende-
se significar ativa¢o especifica de antigeno e mediada por receptor de célula-
T restringida por MHC. Ao contréario, a expressdo “ativagdo inespecifica” de
linfocitos-T é destinada a significar uma ativagdo geral de todas as células-T,
independente da especificidade do receptor de célula-T.

A expressdo “antigeno derivado de tumor” pretende cobrir
células tumorais, um homogeneizado de um tumor, homogeneizado este
podendo ser desnaturado, ou proteinas de tumor, polipeptideos ou peptideos,
p. ex., na forma de proteina, polipeptideo ou peptideo purificado, natural,
sintético e/ou recombinante. O antigeno derivado de tumor pode ser
moléculas intactas, seus fragmentos ou multimeros ou agregados de
moléculas intactas e/ou fragmentos. Exemplos de polipeptideos e peptideos
adequados sdo aqueles que compreendem de cerca de 5 a cerca de 30
aminoacidos, tais como, p. ex., de cerca de 10 a 25 aminoécidos, de cerca de
10 a 20 aminodcidos ou de cerca de 12 a 18 aminoacidos. Se forem usados
peptideos, uma concentragdo molar na cultura de cerca de 0,1 a cerca de 5,0
uM, tal como, p. ex., de cerca de 0,1 a cerca de 4,0 uM, de cerca de 0,2 a
cerca de 3,0 uM, de cerca de 0,3 a cerca de 2,0 um ou de cerca de 0,3 a cerca

de 1,0 uM, pode ser usada. O antigeno derivado de tumor pode ser autdlogo
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ou heterdlogo, isto é, originar-se do paciente a ser tratado ou ser obtido de
outro individuo sofrendo de cancer. Nos presentes Exemplos, os inventores
utilizam um extrato de tumor desnaturado autdlogo. Entretanto, como
mencionado acima, outras fontes do antigeno derivado de tumor podem
também ser exeqiiiveis para uso em um método de acordo com a presente
invencao.

Pela expressdo “dia 1 da primeira fase” ou, p. ex., “dia 5 da
segunda fase” é para ser entendido o seguinte: O dia em que os linfocitos séo
colhidos ¢ indicado dia 0 (zero). O dia 1 da primeira fase ¢ definido como o
dia em que a expansdo € iniciada pela adi¢do de pelo menos uma substancia
tendo atividade agonista com respeito ao receptor IL-2 e pode ser antigeno de
meio de cultura e/ou derivado de tumor. A fase de expansdo i) pode ser
iniciada no dia 0 (zero) ou até 2 dias apds colheita do dos linfécitos. O dia em
que a segunda fase € iniciada pela adi¢do de antigeno derivado de tumor € por
todo o texto descrito como “dia 1 da segunda fase”.

A expressdo “linfonodo sentinela” ¢ destinada a significar o(s)
primeiro(s) linfonodo(s) a receber drenagem linfitica de um tumor. A
expressdo “linfonodo metinela” refere-se ao(s) primeiro(s) linfonodo(s) a
receber drenagem linfatica de uma metastase.

Fase i)

A finalidade da primeira fase i) é obter uma cultura
compreendendo uma proporgdo substancialmente elevada de linfocitos-T
auxiliares CD4+ e/ou CD8+. A primeira fase é para ser considerada uma “fase
de enfermagem”, em que os linfocitos-T reativos a tumor séo trazidos para
sobreviver e dividirem-se. Dependendo da fonte dos linfécitos-T (material de
partida para o método de expansdo in vitro), eles podem ter condigdes
faseadas relativamente severas, tais como, p. ex., supressdo e inibi¢do por
fatores secretados pelas células de cancer.

O material de partida para uso no método de expansdo de
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acordo com a presente invengdo pode ser uma mistura de linfécitos obtida dos
linfonodos drenarem um tumor primario e/ou uma metastase, tal como um
linfonodo sentinela ou metinela. Estes podem ser identificados durante a
cirurgia, p. ex., por inje¢do de um localizador de linfonodo, tal como, p. ex.,
uma substincia tragadora, em torno ou dentro do tumor ou metastase. O
localizador de linfonodo, tal como, p. ex., o tragador, é transportado nos
capilares da linfa e acumula-se no(s) nodo(s) sentinela/metinela, assim
identificando o(s) linfonodo(s) de drenagem de tumor ou metastase. Os
inventores mostraram recentemente que o(s) primeiro(s) linfonodo(s) a
receberem drenagem de um tumor sdo uma fonte rica potencial de linfocitos-
T auxiliares CD4+ e/ou CD8+ para expansdo in vitro, visto que tais nodos
podem conter uma quantidade substancial de linfocitos-T, que foram
sensibilizados em relagdo aos antigenos de tumor e sofreram expansio in vivo
nos linfonodos.

Uma fonte alternativa de linfocitos-T auxiliares CD4+ e/ou
CD8+ pode ser o sangue de um individuo sofrendo de céncer, tal como, p. ex.,
sangue periférico. O individuo pode ser um paciente néo tratado, que tenha
tido a doenga por um longo tempo ou um paciente ja tratado, de onde os
linfécitos-T periféricos sensibilizados em relagdo a um tumor podem ser
obtidos. Outras fontes adequadas de linfocitos-T auxiliares CD4+ e/ou CD8+
incluem medula 6ssea, tecido de bago, e tumores.

Entretanto, em uma forma de realizac¢do preferida da invencdo,
o material de partida € obtido de linfonodos sentinela ou metinela.

Os linfocitos-T a serem expandidos em cultura podem ser
obtidos do individuo a ser tratado, isto €, os linfocitos-T reativos a tumor
especificos resultantes para administragdo podem ser autlogos. Entretanto, os
linfécitos-T podem também ser obtidos de uma fonte que ndo o individuo a
ser tratado, tal como, p. ex., outro individuo sofrendo de um cancer. Em tal

caso, o receptor e os linfocitos-T reativos a tumor expandidos sdo
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preferivelmente imunologicamente compativeis (ou o receptor €, de outro
modo, tornado imuno-tolerante aos linfocitos-T reativos a tumor expandido).

Dependendo da fonte do material de partida, ele compreendera
uma mistura de varios linfdcitos, tais como, p. ex., linfocitos-T, linfocitos-B,
células de apresentacdo de antigeno, linfocitos-T reativos a tumor e linfocitos-
T n#do-ativados/ndo-reativos. A fim de promover sobrevivéncia
especificamente dos linfocitos-T auxiliares CD4+ e/ou CD8+ reativos a
tumor, antigeno derivado de tumor e uma ou mais substancias tendo atividade
agonista em relagéo ao receptor IL-2 sdo adicionados.

Como mencionado acima, a primeira fase i) € iniciada
adicionando-se pelo menos uma substincia tendo atividade agonista em
relagio ao receptor IL-2. A fungdo de tais substincias € estimular os
linfécitos-T via o receptor IL-2, para promover a divisdo celular dos
linfocitos-T, desse modo evitando a morte celular.

A ativacio restringida de MHC especifica de antigeno dos
linfécitos-T promove a expansdo clonal da populagdo de linfocito-T util,
especifica para o reconhecimento das células tumorais. Ao contrério, a
ativac@o ndo-especifica dos linfocitos-T resultard na expansdo dos clones do
linfocito T reconhecendo os peptideos irrelevantes sem qualquer relagdo com
o reconhecimento das células tumorais, assim a maioria dos linfocitos-T
inespecificamente expandidos ndo reconhecendo o tumor.

A inven¢do objetiva promover a ativagdo especifica e
crescimento dos linfocitos-T auxiliares CD4+ e/ou CD8+ reativos a tumor.
Uma ativagdo especifica contra um certo antigeno de tumor possibilita os
linfocitos-T terem efeito terapéutico quando administrados a um paciente com
cancer com o mesmo tipo de tumor contra o qual os linfocitos-T sdo ativados.

A administracdo de linfocitos-T inespecificamente ativados
teria nenhuma ou muito pequena probabilidade de ter efeito terapéutico contra

qualquer cancer, devido ao pequeno numero de linfocitos-T pertinentes a
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Em uma forma de realizagio da invengdo, as substancias tendo
atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2 sdo agonistas. Exemplos de
tais substidncias incluem proteinas, polipeptideos, peptideos, anticorpos,
aficorpos e seus fragmentos, proteinas de fusdo, moléculas sintéticas e/ou
orgénicas, tais como, p. ex., moléculas pequenas e ligandos naturais. Em uma
forma de realizagdo preferida, a substincia € o ligando natural do receptor IL-
2, isto é IL-2.

Se IL-2 for usado, ele é preferivelmente adicionado em uma
baixa dose, a fim de reduzir a apoptose linfocita e aumentar a populagédo de
linfécitos-T reativos a tumor auxiliares positivos CD4. Em uma forma de
realizagdo especifica da invengdo, a baixa dose de IL-2 é de cerca de 100
[U/ml de meio de cultura a cerca de 700 IU/ml de meio de cultura, tal como,
p. ex., de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 600 IU/ml de meio
de cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 500 IU/ml de
meio de cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 400
[U/ml de meio de cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de
300 IU/ml de meio de cultura e de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a
cerca de 2000 IU/ml de meio de cultura. Em uma forma de realizagdo
especifica, a quantidade de IL-2 adicionada € de 250 IU/ml.

No caso de outras substincias, que ndo IL-2, tendo atividade
agonista em relagdo ao receptor IL-2 serem usadas, as doses especificas destas
devem ser de modo a resultar em um efeito correspondendo ao efeito obtido
pelas doses acima mencionadas de IL-2.

Uma outra quantidade da pelo menos uma substéncia tendo
atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2 pode ser adicionada
regularmente por toda a fase i), tal como, p. ex., cada 2°,, 3°. ou 4°. dia da fase
i), a fim de manter as condi¢des 6timas para promover a divisdo celular. Pela

expressdo cada 20., 30. ou 4o. pretende-se significar que pelo menos uma
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substancia tendo atividade agonista em relago ao receptor IL-2 ¢ adicionada
por toda a fase i) cada 2o0., 30. ou 4o. dia, comegando no 2o0., 30. ou 4o. dia
ap6s a primeira adi¢gdo da pelo menos uma substincia tendo atividade
agonista em relagdo ao receptor IL-2, isto €, ap0s iniciar a fase 1).

Em uma forma de realizagdo, a substancia a ser adicionada
regularmente por toda a fase i) é um agonista de IL-2. Em uma forma de
realizacdo preferida, a substancia € IL-2.

A outra dose de substincias tendo atividade agonista em
relacdo ao receptor IL-2, tal como, p. ex., IL-2, a ser adicionada regularmente,
tal como, p. ex., cada 20., 30. ou 4o. dia situa-se dentro das faixas
mencionadas acima.

Uma outra etapa importante da primeira fase i) de expansdo € a
adicdo de antigeno derivado de tumor, a fim de promover a divisdo celular
dos linfocitos-T expressdo os receptores de linfécito T reconhecendo
antigenos tumorais, isto é, linfécitos-T reativos a tumor.

O ponto 6timo de tempo para adicionar o antigeno de tumor €
dependente da fonte dos linfocitos. Quando os linfécitos originam-se dos
linfonodos, tais como, p. ex., linfonodos sentinela, ou de tumores, os
linfécitos podem ter sido submetidos a estreita proximidade e supressdo
imuno pelas células tumorais e precisam de incubagdo com uma substancia
tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2, tal como, p. ex., IL-2,
por alguns dias, a fim de promover a capacidade dos linfécitos-T responderem
com proliferacdo na apresentagdo de antigeno tumoral. Por conseguinte, em
tal caso, o antigeno derivado de tumor é preferencialmente adicionado do dia
2 ao dia 5 inclusive da primeira fase 1), tal como, por exemplo, no dia 2, no
dia 3, no dia 4 ou no dia 5.

Se os linfocitos originarem-se do sangue, o antigeno derivado
de tumor podem ser adicionados ja quando a primeira fase 1) € iniciada, isto €,

junto com a substéincia tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2,
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visto que os linfécitos-T ndo foram submetidos a imuno-supressdo
mencionada acima pelas células tumorais. Portanto, quando sangue € usado, o
antigeno derivado de tumor € adicionado essencialmente ao mesmo tempo
como quando a fase i) € iniciada ou no méximo até 2 dias a seguir.

O antigeno derivado de tumor, tal como, p. ex., um
homogeneizado tumoral, é provavel ser endocitosado e processado pelas
células apresentando antigeno, presentes no material de partida, tal como, p.
ex., linfécitos-B, células dendriticas e macrofagos. Na maioria dos casos, 0
antigeno derivado de tumor sera apresentado pelas moléculas MCH classe 1,
resultando em divisdo celular dos linfécitos-T reativos a tumor auxiliares
CD4". Entretanto, por apresentagdo cruzada os antigenos absorvidos pela
endocitose podem ser processados e apresentados na bolsa classe I, resultando
na ativacdo dos linfocitos-T CD8+. Como citado acima, um dos objetivos do
método de expanséo €, em alguné aspectos, imitar o trajeto natural do préprio
sistema imune dos pacientes e, em um certo grau, permitir que oS
componentes do sistema imune dos pacientes determinem se os linfocitos
CD4" ou CD8" sdo gerados, dependendo de se o antigeno € apresentado por
MCHI ou MCHII. Na maioria dos casos, os antigenos serdo apresentados pela
molécula MCH classe II, resultando na geragdo de linfocitos-T CD4;
entretanto, em alguns casos, os linfécitos-T CD8+ sédo gerados.

Fase ii)

A finalidade da segunda fase ii) é ativar e expandir os
linfécitos-T auxiliares CD4+ e/ou CD8+, obtidos pela fase i) e obter-se uma
sub-populagdo especifica de linfocitos-T auxiliares CD4+ e/ou CD8+
direcionando-os para dentro de um trajeto desejado.

A presente invengdo verificou que uma maneira de determinar
o ponto 6timo do tempo pra iniciar a fase ii) € monitorando-se a expressdo do
marcador de superficie da célula CD25 nos linfécitos-T, a fim de determinar

especificamente quando os linfécitos-T estdo susceptiveis a re-estimulo. Os
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presentes inventores verificaram que a segunda fase ii) deve preferivelmente
ser iniciada quando a expressdo de CD25 nos linfocitos-T € regulada
descendentemente. CD25 é um marcador de ativagdo, indicando que os
linfocitos receberam um sinal de ativagdo. Se a segunda fase for iniciada
quando a expressdo de CD25 nos linfécitos-T for elevada, significando que os
linfécitos ja receberam um sinal, a morte celular ocorreria.

A regulagdo negativa de CD25 ¢ definida como aquela que
uma parte substancial da populagdo de linfocitos-T expressa muito poucos ou
essencialmente nenhum marcador CD25. Em uma forma de realizagéo
preferida, a regulagdo negativa de CD25 € definida como aquela que menos
do que 5% da populagdo de linfocitos-T expressa CD25, isto €, 95% ou mais
dos linfécitos-T na cultura ndo expressam CD25 em absoluto. Os 5% ou
menos dos linfécitos-T expressando CD25 sdo muitissimo provavelmente
linfécitos-T CD4" reguladores, que tém uma expressdo permanente elevada
de CD25. Além disso, a populacdo de linfocitos-T deve preferivelmente
expressar muito poucos ou essencialmente nenhum marcador Foxp3, que séo
marcadores especificos dos linfécitos-T reguladores. Em uma forma de
realizagdo preferida, a regulagdo negativa de Foxp3 € definida como aquela
que menos do que 5% da populagdo de linfocitos-T expressa Foxp3, isto €,
95% ou mais dos linfécitos-T da cultura ndo expressam Foxp3 em absoluto.

Além de CD25, ha também outros marcadores, cuja expressao
¢ pertinente ao monitor, a fim de determinar o ponto 6timo do tempo para
iniciar a segunda fase. Exemplos de tais marcadores sdo o marcador de
ativagdo prematura CD69 e MCHII, que é um marcador de ativa¢do para os
linf6citos-T. Quando a expressdo de CD69 e MCHII indicar que o “programa
de ativacdo” dos linfocitos-T ja esta ligado, significando que as células ndo
sdo capazes de responder a estimulos adicionais, ambos estes marcadores
devem preferivelmente ser regulados negativamente antes da segunda fase ser

iniciada. O termo regula¢do negativa pode ser definido como que menos do
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que 5 — 10% da populagdo de linfocitos-T expressam CD69 e/ou MCHIL

Em outra forma de realizagdo da presente invencdo, os
anticorpos anti-CD4 sfo usados para separar as células auxiliares T de
possiveis células tumorais da cultura na expansdo da fase ii) do método de
expansio.

Em uma outra forma de realizagdo da presente invengdo,
produtos tais como Dynabeads® com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 séo
usados para promover a expansdo da fase ii) do método de expansdo. O uso
de Dynabeads® CD3/CD28 fornecera linfécitos com sinais de ativagdo e
poderia também ser para separagdo de possiveis células tumorais da cultura.
Dynabeads® CD3/CD28 ligar-se-a ao antigeno expandido por linfécitos-T,
especificamente durante a fase i), em que estas células agora podem ser
enriquecidas magneticamente. Uma vez que a ativagdo especifica de antigeno
inicial foi iniciada e resultou em expansdo de linfocitos-T clonais, a
reestimulacdo por Dynabeads® CD3/CD28 promoverd mais a expansio
clonal, uma vez que a fase i) nfo suporta ativagédo de clones de linfocitos-T
ndo-especificos. |

Mesmo embora o exato ponto de partida da fase ii) varie
dependendo de quando os linfocitos adquiriram a expressdo preferida de
marcadores especificos, a segunda fase ii) ¢ muitissimo freqiientemente
iniciada do dia 17 ao e incluindo dia 23 da primeira fase i), tal como, p. ex.,
no dia 17, no dia 18, no dia 19, no dia 20, no dia 21 ou no dia 22 ou no dia 23.
Em outras palavras, o ponto do tempo, em que os linfocitos expressam a
quantidade e combinagdo preferidas de marcadores, ¢ muito freqlientemente
vista como sendo do dia 17 ao dia 23 da primeira fase i).

A expansdo dos linfocitos-T, isto € fase i) e II), ocorrera com
muitissima freqiiéncia em um meio de cultura adequado. Preferivelmente, um
meio livre de soro ou soro autdlogo € usado a fim de evitar-se o risco de

transmitir doengas para o paciente. Exemplos de meios padrdo adequados
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incluem meio AIMV, RPMI 1640, DMEM e MEM. Entretanto, outros meios
podem também ser usados, compreendendo uma mistura adequada de
aminoacidos, esterdides, vitaminas, fatores de crescimento, citocinas e
minerais.

Durante as duas fases da expansdo, as células podem ser
divididas em diversos vasos de cultura, a fim de manter uma densidade
celular adequada nas culturas. A densidade dos linfécitos T nas fases de
expansdo deve preferivelmente ser de cerca de 3 a cerca de 6 milhdes de
células/ml de meio de cultura.

Durante a expansdo uma troca de meio de cultura com meio
fresco, uma etapa que € denominada condicionamento do meio, pode também
ser necessaria. O ponto de tempo para dividir culturas e para condicionar o
meio pode ser determinado com base na morfologia das células e na
densidade da cultura de células (que ndo deve exceder cerca de 6 milhdes de
células/ml) ou o meio pode conter um indicador adequado, tal como, p. ex.,
um indicador fenol. No caso de um indicador ser incluido no meio, o ponto de
tempo para dividir as culturas ou meio de condicionamento pode ser baseado
na cor do meio. Se um indicador de vermelho de fenol for usado, as células
devem ser divididas ou condicionadas, quando o meio tornar-se amarelo,
indicando que o pH da cultura esta se tornando acido. Um programa adequado
para condicionar o meio usado na presente invengéo pode ser trocar de 4 para
Y4, tal como, p. ex., 1/3 do meio cada 3 — 9 dias, tal como, p. ex., uma vez por
semana.

Exceto para condi¢Bes especificas mencionadas aqui, para
outros pardmetros condi¢des padrdo para cultivo de culturas de linfocitos
serdo usadas, tais como, p. ex., uma temperatura de 37°C e 5% CO,.

Como mencionado acima, a segunda fase ii) € iniciada pela
adi¢do de antigeno derivado de tumor, como definido acima, aos linfocitos-T

para ativar os linfocitos-T negativos-CD25 reativos a tumor, a fim de
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promover a expansdo clonal dos linfocitos-T reativos a tumor.

Em uma forma de realizagio especifica da invengdo, as células
apresentando antigeno (APCs) s@o adicionadas aos linfécitos-T junto com o
antigeno derivado de tumor. As células apresentando antigeno (APCs)
incluem leucdcitos tais como, p. ex., mondcitos, macrofagos e linfécitos, tais
como, p. ex., células B. Estes diversos tipos de célula ttm em comum a
capacidade de apresentar antigeno em uma forma que € reconhecida pelos
receptores de linfocito T especificos. A preparagdo de leucdcito € isolada de,
por exemplo, sangue, fluido de linfa, medula 6ssea, tecido de 6rgdo linfatico
ou fluido de cultura de tecido obtidos do paciente a ser tratado. Em uma
forma de realizagdo preferida, as células APCs sdo leucdcitos sangiiineos
periféricos irradiados, contendo células-B e/ou mondcitos apresentando
antigeno. A quantidade de APCs adicionadas situa-se dentro da faixa de cerca
de 0,5 milhdes de APCs/ml cultura de linfécitos a cerca de 5 milhdes de

APCs/ml de cultura de linfocitos, tais como, p. ex., de cerca de 1 milhdo de

APCs/ml de cultura de linfécitos a cerca de 4 milhdes APC/ml cultura de

linfécitos, de cerca de 1 milhdo de APCs/ml de cultura de linfécitos a cerca de
3 milhdes de APCs/ml de cultura de linfocitos, ou de cerca de 1 milhdo de
APCs/ml de cultura de linfécitos a cerca de 2 milhdes APCs/ml de cultura de
linfocitos.

Além da adi¢fo de antigeno derivado de tumor aos linfécitos-
T, a fim de promover a expansdo clonal dos linfocitos-T reativos a tumor, a
segunda fase ii) compreende a adigdo de componentes especificos, cuja
funcdo € direcionar a expansdo dos linfocitos-T reativos a tumor em diregdo a
sub-populagdo desejada.

Como mencionado acima, a presente invengdo fornece um
método para a geragdo de linfocitos-T auxiliares CD4+. Os linfécitos-T
auxiliares CD4" reconhecem e ligam-se a antigeno tumoral quando o antigeno

¢ associado com uma molécula principal de classe II complexa de
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histocompatibilidade. Os linfocitos-T auxiliares CD4" secretam citocinas,
proteinas e/ou peptideos que estimulam outras células do sistema imune, tais
como outros linfocitos. A mais comum citocina secretada € a interleucina-2
(IL-2), que € um potente fator de cultivo de linfécito-T. Os linfocitos-T
auxiliares CD4+ proliferantes podem diferenciar-se em dois principais
subtipos de células, células Thl e Th2, que sdo definidas com base em
citocinas especificas produzidas. As células Thl produzem interferon-gama e
interleucina 12 (IL-12), enquanto as células Th2 produzem interleucina-4,
interleucina-5 e interleucina-13. Os linfocitos-T Thl acredita-se promoverem
a ativagdo dos linfocitos-T citotdxicos (Tc), células NK, macrofagos e
mondcitos, todos podendo atacar as células cancerosas e geralmente
defendem-se contra tumores.

Os linfocitos (CD4+) auxiliares-T do tipo Thl e Th2 podem
diferenciar-se em células de memoria e células efetoras. Os linfocitos
auxiliares-T (CD4+) sdo especificos do antigeno que eles primeiro
encontraram e podem ser convocados durante uma resposta imune secunddria,
evocando uma mais rdpida e maior resposta aos antigenos tumorais. H4
evidéncia nos humanos de que os linfécitos sobrevivem pelo menos 20 anos;
talvez durante a vida. Os linfocitos-T CD4+ efetores sdo células ativas
produzindo citocinas e INF-gama.

Para um tratamento eficaz de céncer, a administracdo de
linfécitos-T reativos a tumor do tipo thl ¢ especialmente benéfica, visto que
este tipo acredita-se promover a adigdo dos linfécitos-T citotoxicos (Tc),
células NK, macr6fagos e mondcitos, todos podendo atacar células cancerosas
e geralmente defender-se contra tumores. Isto €, em uma forma de realizagio
especifica, a invengdo refere-se a um método para gerar linfécitos-T
auxiliares CD4+ reativos a tumor e, em uma outra forma de realizagdo, a
percentagem dos linfécitos-T do tipo Th2 gerado pelo presente método € 30%

ou menos, tal como, p. ex., 25% ou menos, 20% ou menos 15% ou menos,
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10% ou menos, 5% ou menos ou 0%, isto é, pelo menos 70% dos linfécitos-T
CD4" reativos a tumor sdo do tipo Thl, tal como, p. ex., pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% ou
100%.

Por conseguinte, a segunda fase pode compreender a adicéo de
uma substéincia capaz de regular ascendentemente IL-12R dos linfécitos-T. A
supra-regula¢do do IL-12R aumenta a propenséo das células T a receberem e
otimizar a ativa¢do da citocina IL-12, resultando em sinalizagdo STAT-4
maxima e, assim, desviando-se dos linfocitos em direcdo as células Thl e
produgdo de IFN-y.

As substancia(s) capazes de regular ascendentemente IL-12R
dos linfocitos-T podem ser substancia(s) tendo atividade agonista em relagio
ao receptor de interferon. Em uma forma de realizagdo da invencdo, as
substincias tendo atividade agonista em relagdo ao receptor de interferon séo
agonistas. Exemplos de tais substincias incluem proteinas, polipeptideos,
peptideos, anticorpos, aficorpos e seus fragmentos, proteinas de fusdo,
moléculas sintéticas e/ou orgdnicas, tais como, p. ex., moléculas pequenas e
ligandos naturais. Em uma forma de realizagdo especifica, a substancia € o
ligando natural do receptor interferon, isto €, um interferon, tal como
interferon-a.

O ponto de tempo 6timo para adicionar substancia(s) capazes
de regular ascendentemente IL-12R dos linfécitos-T, tais como, p. ex., uma
substincia tendo atividade agonista em relagdo a um receptor de interferon,
pode ser determinada medindo-se o nivel de IL-12 no meio de cultura. A(s)
substincia(s) deve(m) preferivelmente ser adicionada(s) quando o nivel de IL-
12 ¢ pelo menos 1 vez, tal como, p. ex., pelo menos 2, pelo menos 3, pelo
menos 4 ou pelo menos 5 vezes aumentado, em comparagdo com o nivel de
IL-12 no dia 1 da fase ii). Na maioria dos casos, tal aumento no nivel de IL-12

serd visto do dia 2 ao e incluindo dia 4 apds iniciar a segunda fase ii), tal
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como nho dia 2, no dia 3 ou no dia 4.

A fim de substancialmente evitar a geragéo de linfocitos-T
reativos a tumor do tipo Th2, a segunda fase pode ainda compreender a adig&o
de uma ou mais substincias capazes de antagonizar o desenvolvimento dos
linfécitos-T tipo Th2. Exemplos de tais substdncias sdo substincias capazes
de neutralizar as interleucinas IL-4, IL-5, IL-10 e/ou TGF-beta (o ultimo ndo
sendo uma interleucina), todos os quatro sendo necessarios para O
estabelecimento do perfil da citocina Th2 e para a regulagdo negativa da
produgdo de citocina Thl.

Exemplos de tais substancias incluem proteinas, polipeptideos,
peptideos, receptores soliveis, anticorpos, aficorpos e seus fragmentos,
proteinas de fusfio, moléculas sintéticas e/ou orgénicas, tais como, p. ex.,
moléculas pequenas e ligandos naturais. Em uma forma de realizagdo
especifica, os substratos so selecionados de anticorpos que se ligam as
interleucinas, desse modo neutralizando-as, tais como, p.ex., anticorpo anti
IL-4, anticorpo anti IL-5 e/ou anticorpo anti IL-10, junto com receptores
soliveis (tais como, p. ex., receptor TGF-beta I e II) e proteinas de ligacdo
para TGF-beta (tais como, p. ex., LAP e/ou LTBP).

A uma ou mais substincias capazes de antagonizar o
desenvolvimento de linfocitos-T tipo Th2, tais como, p. ex., uma ou mais
substancias capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-10 e/ou TGF-beta, podem
ser adicionadas no dia 1 da segunda fase ii). Entretanto, como os anticorpos
sdo dispendiosos, a adigdo de anticorpos pode também ser realizada em uma
etapa subseqiiente, apds a adigdo da substdncia capaz de regular
ascendentemente IL-12R dos linfocitos-T, tais como, p. ex., um dia, dois dias
ou trés dias ap6s a adi¢do da substincia capaz de regular ascendentemente IL-
12R dos linfécitos-T.

As substancias neutralizadoras devem ser adicionadas em uma

quantidade suficiente para neutralizar as interleucinas, tais como, p. ex., em
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um excesso (molar) de 10 — 100 vezes da quantidade de interleucina a ser
neutralizada. Quando utilizando-se anticorpos, uma concentra¢do final de
cerca de 2 a cerca de 4 ng/ml de meio de cultura normalmente sera necessaria.
Para outros tipos de substincias neutralizantes, uma concentragdo final,
fornecendo o mesmo efeito que a concentragdo mencionada para anticorpos,
deve ser usada.

A fim de manter a supressio do desenvolvimento dos
linfocitos-T tipo Th2, uma outra quantidade da uma ou mais substancias
capazes de antagonizar o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Th2, tais
como, p. €X., uma ou mais substancias capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-
10 e/ou TGF-beta, pode(m) ser adicionada(s) regularmente por toda a fase i1),
tal como, p. ex., cada 20., 30. ou 4o. dia da fase II). Deve ser entendido que,
pela expressdo cada 20., 30. ou 4o. pretende-se significar que pelo menos uma
substéncia, capaz de antagonizar o desenvolvimento de linfécitos-T tipo Th2,
¢ adicionada por toda a fase i) cada 20., 30. ou 4o. dia, comegando no 2o., 3o.
ou 4o. dia apds a primeira adi¢do da pelo menos uma substincia capaz de
antagonizar o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Th2.

Além disso, para a fase i) uma outra quantidade de uma
substincia tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2, tal como, p.
eX., um agonista, pode ser adicionada regularmente por toda a fase ii), tal
como, cada 20. a 4o. dia da fase ii), isto é, no 20., 30. ou 4o. dia, a fim de
manterem-se as condi¢Ges Otimas promovendo a divisdo celular. A dose da
substincia a ser adicionada regularmente reside dentro das faixas Otimas
mencionadas sob a fase i) para adi¢do de substéncias tendo atividade agonista
em relagdo ao receptor IL-2, tal como, p. e., [L-2.

A fim de favorecer a geragdo dos linfécitos-T reativos a tumor
tipo Thl, a segunda fase ii) pode compreender adicionar uma ou mais
substdncias promovendo o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Thl.

Exemplos de tais substincias sdo substincias tendo atividade agonista em
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relacio ao receptor IL-7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21. Substdncias mais
especificas podem ser agonistas para o receptor IL-7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21.
Exemplos de tais agonistas incluem proteinas, polipeptideo, peptideos,
anticorpos, aficorpos e seus fragmentos, proteinas de fusdo, moléculas
sintéticas e/ou orgéanicas, tais como, p. ex., moléculas pequenas e ligandos
naturais. Em uma forma de realizagdo especifica, as substancias sdo os
ligandos naturais do receptor IL-7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21 receptor,
respectivamente, tais como IL- 7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21.

O efeito do IL-12 € ativar o trajeto STAT indutor de IFN-
gama, pelo estimulo do IL-12R, desse modo promovendo a ativagdo dos
linfocitos-T tipo Thl. A fungdo de IL-2 é aumentar a proliferagdo, ativagéo e
desenvolvimento em relagéo aos linfocitos-T tipo Thl.

Tanto IL-7 como IL-15 funcionam promovendo a expansdo
homeostatica dos linfocitos-T, aumentando a enumeragdo dos linfécitos-T
programado Th1 ativados.

O ponto de tempo Otimo para adicionar uma ou mais
substincias promovendo o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Thl €
quando os linfécitos-T sdo susceptiveis a modificagdo. Se os substratos forem
adicionados quando os linfocitos-T ndo forem susceptiveis a modificagdo, a
adi¢fo ndo terd efeito, isto €, o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Thl ndo
sera favorecido. A fim de determinar o ponto de tempo 6timo para adicionar
substancias promovendo o desenvolvimento dos linfocitos-T tipo Thl, tais
como, p. ex., substincias tendo atividade agonista em rela¢do ao receptor IL-
7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21, a produgdo de INF-Y pelos linfécitos-T pode ser
monitorada. Em uma forma de realizagdo, a uma ou mais substancias
promovendo o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Thl, tais como, p. ex.,
substancias tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-7, IL-12, IL-
15 e/ou IL-21, deve ser adicionada quando o nivel de IFN-gama for

aumentado, em comparagdo com o nivel de IFN-gama na iniciagdo da
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segunda fase i1).

Em uma forma de realizagio especifica, o aumento do nivel do
IFN-gama pode ser determinado como pelo menos um aumento de 1 vez no
nivel de IFN-gama, tal como, p. ex., um aumento de pelo menos 2 vezes, pelo
menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes, em comparagdo com o nivel de IFN-
gama na inicia¢do da segunda fase ii). Com freqiiéncia tal aumento podera ser
correlacionado com aquele do conteido de IFN-gama do meio de cultura de
pelo menos 100 picograma/ml de meio de cultura, tal como, p. ex., pelo
menos 150 picograma/ml de meio de cultura, pelo menos 200 picograma/ml
de meio de cultura ou pelo menos 250 picogramas/ml de meio de cultura.

Quando determinando o ponto de tempo 6timo para adicionar
substancias promovendo o desenvolvimento dos linfocitos-T tipo Thl, tais
como, p. ex., substincias tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-
7,1L-12, IL-15 e/ou IL-21 receptor, pode-se olhar a expressdo dos marcadores
de ativagio CD25 e CD69 dos linfécitos-T CD4", marcadores estes devendo
preferencialmente ser supra-regulados. Por supra regulagem entende-se que
pelo menos cerca de 40% a cerca de 60% ou mais dos linfécitos-T CD4"
devem expressar CD25 e CD69, em comparagéo com a expressdo de CD25 e
CD69 dos linfocitos-T no dia 1 da fase ii), mostrando que os linfocitos-T
receberam um sinal de ativacdo.

Normalmente, o ponto de tempo Otimo para adicionar as
substincias promovendo o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Thl situar-
se-4 subseqiiente as etapas de adicionar as substincias capazes de regular
ascendentemente IL-12R dos linfécitos-T e as substdncias capazes de
antagonizar o desenvolvimento dos linfocitos-T tipo Th2. Mais
especificamente, o ponto de tempo 6timo para adicionar as substincias
promovendo o desenvolvimento dos linfocitos-T tipo Thl situar-se-a entre o
dia 5 ao dia 8 ap6s iniciagdo da segunda fase ii), tal como no dia 5, dia 6, dia

7 ou dia 8. No caso de IL-7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21 serem adicionados a
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concentragdo de cada uma destas substancias no meio de cultura deve situar-
se dentro da faixa de cerca de 150 IU/ml de meio de cultura a cerca de 300
IU/ml de meio de cultura, tais como, e.g. 250 IU/ml de meio de cultura.
Quando outras substincias que ndo as especificas mencionadas forem usadas,
elas devem ser adicionadas a cultura na concentragdo final, o que resulta no
mesmo efeito que a adi¢do de IL-7, IL-12, IL-15 e/ou IL-21, dentro das faixas
especificas mencionadas, fornecera.

Como mencionado acima, o presente método ¢
preferencialmente usado para a expansdo dos linfocitos-T, a fim de obter
linfocitos-T reativos a tumor CD4+ do tipo Thl. Um outro aspecto da
inven¢do € que, utilizando-se o método aqui descrito para expandir os
linfécitos-T reativos a tumor, uma quantidade relativamente elevada de
linfécitos-T do tipo de memoria sera obtida. No tratamento do cancer €
naturalmente importante que o paciente seja tratado para receber uma alta
quantidade de linfocitos-T CDA4+ reativos a tumor, visto que estes, como
mencionado acima — promovem a ativagdo dos linfocitos-T citotoxicos (Tc),
células NK, macréfagos e mondcitos, todos podendo atacar as células
cancerosas e geralmente defendem-se contra tumores.

Entretanto, administrando-se ao mesmo tempo um quantidade
substancial de linfécitos-T CD4" reativos a tumor de memoéria, o paciente
obtém até prote¢do de longa vida em relagdo a recorréncia do tumor ou
metastase do tumor primario.

Portanto, a presente invengdo refere-se a um método para a
preparacdo de linfécitos-T de memoria. Normalmente, quando uma cultura
dos linfocitos-T reativos a tumor é expandida de acordo com a presente
invencdo, cerca de 35% a cerca de 90% de linfocitos-T reativos a tumor do
tipo de memoria, tais como, p. ex. cerca de 40% a cerca de 90%, cerca de
50% a cerca de 80% ou cerca de 60% a cerca de 70% serdo obtidos. Os

presentes inventores especulam que o fato de que os linfocitos da fase i)
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serem permitidos regenerarem-se antes do antigeno de tumor ser adicionado,
junto com a fase de expanséo relativamente lenta, resulta na formagdo de uma
elevada relagdo de linfocitos de memoria para linfécitos efetores.

Como mencionado acima, a expressdo dos marcadores de
ativacdo de superficie de célula CD25 e CD69 dos linfocitos-T pode ser usada
para determinar quando iniciar as etapas importantes do presente método, tais
como, p. eX., quando iniciar a segunda fase ii). Portanto, pode ser benéfico
monitorar continuamente a expressdo de CD25 e CD69 por toda a fase i) e
fase ii), tal como, p. ex., cada 2°., 3°. ou 4°. dia.

Como uma das finalidades do presente método € obter um
elevado nimero de linfécitos-T reativos a tumor CD4+, que possam ser
usados para administragdo em um paciente, os linfocitos-T reativos a tumor
podem ser colhidos em algum ponto, resultando no término da etapa de
expansdo. O ponto de tempo Otimo para colher os linfécitos-T reativos a
tumor ¢ quando a expressio de CD25 dos linfocitos-T € regulada
descendentemente, onde a regulagdo negativa ¢ definida como aquela em que
5% da populagdo de linfocitos-T CD4" expressa CD25. O ponto de tempo
6timo para colher pode também ser determinado com base na medig¢do da
quantidade de IFN-gama produzida. A produgdo de IFN-gama deve ser de
pelo menos 2 vezes aumentada, tal como, p. ex., pelo menos 3 vezes, pelo
menos 4 vezes ou pelo menos 5 vezes aumentada, em compara¢do com a
produgdo de IFN-gama inicial, que normalmente corresponde a um nivel de
IFN-gama de pelo menos 100 pg/ml de meio de cultura.

Normalmente, este evento ocorrera do dia 10 ao e incluindo
dia 14 apos iniciar a segunda fase ii), isto €, normalmente as células serdo
cultivadas do dia 10 ao e incluindo dia 14 ap6s inicia¢do da segunda fase ii).

Por conseguinte, o inteiro processo para expansdo dos
linfocitos-T reativos a tumor de acordo com a presente invengédo pode ser em

geral levar de cerca de 25 dias a e incluindo 45 dias, tal como, p. ex., de cerca
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de 26 dias a e incluindo cerca de 44 dias, de cerca de 27 dias a e incluindo 43
dias, de cerca de 27 dias a e incluindo 42 dias, de cerca de 27 dias a e
incluindo 41 dias e de cerca de 27 dias a e incluindo cerca de 40 dias.

Em vez de colher os linfocitos-T reativos a tumor quando o
marcador CD25 ¢é regulado negativamente, eles podem ser submetidos a um
ou mais ciclos adicionais de fase ii). Isto poderia ser benéfico se a quantidade
de linfocitos-T reativos a tumor obtida pelo método de expressdo ndo for
considerada uma quantidade eficaz a ser administrada a um paciente sofrendo
de céncer, ou se o paciente estiver em um regime de tratamento de
quimioterapia, quando pode ser benéfico adiar a administragdo dos linfécitos-
T até o tratamento de quimioterapia ser terminado. A fim de determinar se os
linfécitos-T reativos a tumor devem ser submetidos a um ou mais ciclos
adicionais de fase ii), pode-se examinar o nivel de IFN-gama produzido e/ou
o numero total de linfocitos-T reativos a tumor obtidos e/ou a expressdo de
CD25. No caso de os niveis de IFN-y serem de 30 pg/ml de meio de cultura
ou menos, tal como, p. ex., 20 pg/ml de meio de cultura e/ou o nimero total
de células T for insatisfatorio, ciclos adicionais de fase ii) podem ser
iniciados, come¢ando quando a maior parte das células T for CD25 negativo
(isto €, menos do que 5% da populagdo de linfocitos-T expressam CD25) e,
desse modo, susceptiveis a reestimulagao.

Ap6s colheita, os linfocitos-T reativos a tumor podem ser
purificados por qualquer meio convencional, tal como, p. ex., utilizando-se
gradiente de densidade, tal como, p. ex., um meio Ficoll. Uma parte dos
linfocitos-T reativos a tumor pode ser armazenada por congelamento em um
meio de congelamento adequado, apds colher e purificar os linfécitos-T
reativos a tumor.

Método de tratamento
Os linfécitos-T reativos a tumor, obtidos por um método de

expansdo aperfeicoado como descrito acima, podem ser usados em um
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método para tratar um individuo sofrendo de uma doenga de origem
neoplasica ou para realizar a regressdo do tumor em um individuo tendo um
tumor, o método compreendendo administrar ao individuo em necessidade
uma quantidade eficaz de linfocitos-T reativos a tumor de acordo com a
presente invengao.

O método descrito aqui pode ser usado para tratamento de
qualquer neoplasma sélido de origem epitelial, mesenquimal ou embrioldgica
em qualquer local anatémico, tal como, p. ex., para neoplasmas epiteliais, p.
ex., carcinomas da mama, célon, pancreas, bexiga, intestino delgado, prostata,
cerviz, vulva, ovérios; para neoplasmas mesenquimais, p. €x., sarcomas das
juntas, ossos, musculos e tenddes e alguns hematologicos, tais como linfomas;
para neoplasmas embriolodgicos, p. ex., teratomas.

A defini¢do de uma quantidade eficaz de linfécitos-T reativos
a tumor depende do tipo especifico de linfécitos, da propor¢do de memoria
para linfocitos-T efetores e da severidade da doenga. Entretanto, em média,
um minimo de pelo menos 10 milh&es, tal como pelo menos 20 milhdes, pelo
menos 30 milhdes, pelo menos 40 milhdes, pelo menos 50 milhdes, pelo
menos 60 milhdes, pelo menos 70 milhdes ou pelo menos 80 milhdes de
linfocitos-T reativos a tumor podem ser administrados. Os presentes
inventores ndo identificaram qualquer limite com respeito & quantidade de
linfécitos-T reativos a tumor a ser administrada em uma tnica dose. Em uma
forma de realizagdo preferida, os linfécitos-T reativos a tumor para
administracio compreendem uma combinagdo de linfécitos-T efetores e
linfécitos-T de memoria. Mais especificamente, a quantidade de linfocitos-T
reativos a tumor do tipo de memoria pode ser de cerca de 35% a cerca de
90%, tal como, p. ex. de cerca de 40% a cerca de 90%, de cerca de 50% a
cerca de 80% ou de cerca de 60% a cerca de 70%, e a percentagem dos
linfécitos-T efetores de cerca de 10% a cerca de 65%, tal como, p. ex., de

cerca de 20% a cerca de 50% ou de cerca de 30% a cerca de 40%.
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Os linfécitos-T reativos a tumor podem ser formulados como
uma composi¢do farmacéutica adequada para administracdo parenteral ao
paciente, tal como, p. ex., intravenosa, intra-arterial, intratecal ou
intraperitoneal.

Quando os linfocitos-T reativos a tumor sdo administrados
parenteralmente, eles podem ser formulados em um meio isotdnico, isto €, em
um meio tendo a mesma tonicidade que o sangue e compreendendo uma ou
mais substdncias compreendendo a agregacdo das células. Um exemplo
especifico de um meio adequado € uma solugdo de 0,9% de NaCl,
compreendendo até 3% de albumina de soro humana, tal como, p. ex., até¢ 2%
de albumina de soro humano ou até 1% de albumina de soro humano. Para
administragdo intravenosamente, a concentragdo dos linfécitos-T reativos a
tumor na composicdo a ser administrada normalmente situa-se dentro da faixa
de cerca de 0,5 milhSes linfocitos/ml de meio a cerca de 4 milhdes
linfocitos/ml de meio, tal como, p. ex., de cerca de 0,5 milhdes linfécitos/ml
de meio a cerca de 3 milhdes linfocitos/ml de meio, de cerca de 0,5 milhdes
linfécitos/ml de meio a cerca de 2 milhdes linfocitos/ml de meio ou de cerca
de 1 milhdes linfocitos/ml de meio a cerca de 2 milhdes linfécitos/ml de meio.

A composi¢cdo compreendendo linfocitos-T reativos a tumor
pode ser administrada como uma tnica dose ou multiplas doses. Ela pode ser
infundida através de 1 a 2 horas.

O método de tratamento pode ser realizado uma vez ou
repetido, dependendo da severidade da doenga. Além disso, o tratamento pode
ser reiterado na recorréncia da doenga.

O tratamento de acordo com a presente invengdo pode ser
suplementado com qualquer outro tratamento pertinente para cancer. Tal
tratamento suplementar pode ser dado antes, na mesma ocasido ou apos a
administragdo dos linfécitos e pode ser dado em freqiiéncias normalmente

usadas para tais tratamentos. Um exemplo adequado de tratamento
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suplementar é quimioterapia e similares.
Kits

A invengio refere-se ainda a kits para uso em um método de
acordo com a presente invengdo, o kit compreendendo um meio para cultivo
dos linfocitos-T. O meio pode ser qualquer meio livre de soro adequado, tal
como, p. ex., AIMV, RPMI 1640, DMEM ou MEM.

O kit pode ainda compreender uma ou mais substncias para
estimular, ativar e direcionar os linfocitos-T reativos a tumor. Exemplos de
tais substdncias podem ser antigeno derivado de tumor, substincias tendo
atividade agonista em relagfo ao receptor IL-2, substéncias capazes de regular
ascendentemente IL-12R dos linfocitos-T, substancias capazes de antagonizar
o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Th2 e/ou substancias promovendo o
desenvolvimento de linfocitos-T tipo Thl.

Mais especificamente, tais substdncias podem ser IL-2,
interferon-alfa, anticorpo anti-IL-4, anticorpo anti-IL-5, anticorpo anti-IL-10,
IL-7,1L-12, IL-15 e/ou IL-21.

O kit pode também compreender uma composigdo
farmacéutica adequada para administragdo intravenosa. A composi¢do
farmacéutica pode ser misturada com a populagdo de linfécitos-T reativos a
tumor antes administragdo.

O kit pode também compreender uma ou mais seringas,
compreendendo um localizador de linfonodo, tal como, p. ex., os
mencionados acima.

Os kits podem também compreender instrugdes para uso, tais
como, p. €X., instrugdes na forma de software de computador.

Legendas das Figuras

A Figura 1 ilustra que o nodo sentinela é o sitio primario

natural para a apresentagdo e ativagdo da reatividade da célula T em relagéo

ao antigeno de tumor.
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A Figura 2 mostra que, inicialmente, os linfocitos de nodo
sentinela sdo ativados com antigeno tumoral e baixa dose de IL-2, resultando
em ativagdo e expressdo do marcador de ativagdo CD25 (Painel de topo). O
final da fase de ativagdo da fase I é definida pelo nimero diminuido de células
T CD4" expressando CD25 (Painel de base). Quando menos do que 5% das
células T CD4" expressam CD25, a fase II € iniciada com reestimulagio com
antigeno.

A Figura 3 ilustra que a ativagdo da Fase I e Fase II resulta em
expansio e enriquecimento das células auxiliares CD4" T.

A Figura 4 ilustra que, na Fase I, a maior parte das células sdo
células CD62L+ ndo afetadas ou células CD69+CD62L+ ativadas. Apos a
Fase II, a maioria das células sdo CD62L- e sdo compostas células auxiliares
CD4+ T de memoria e efetoras. As células CD62L ndo estdo expressando a
molécula de retorno de linfonodo preferida; assim elas estdo procurando éareas
inflamatdrias e orgdos ndo-linfaticos.

A Figura 5 mostra células primarias estimuladas na Fase I por
tumor (linfécitos de infiltragdo de tumor), nodos sentinela (SN) e um
linfonodo irrelevante (LN) resulta em ndo pouca produgdo de IFN-y.

A Figura 6 ilustra que, apds expansdo apos a fase ii), ha um
aumento dependente da dose na produgdo de IFN-y dependente de antigeno.

A Figura 7 ilustra que o protocolo de expansdo e ativagdo
promove a expansdo dos clones de célula T especifica de antigeno, pelo
enriquecimento da expressdo V3 TCR.

A Figura 8 A-D sdo varreduras CT do paciente # 5. Apos
transfusdo dos linfocitos reativos a tumor, o paciente teve regressio total de
metastases do figado localizadas em ambos os lobulos (que tinham sido
declaradas incuraveis por cirurgia do figado), normalizagdo dos niveis de
CEA, desaparecimento de ascite e ficou fisicamente em boa forma,

exercitando-se regularmente.



10

15

20

25

29

A Figura 9 A-F sdo varreduras CT do paciente # 10. Apods
transfusdo, o paciente teve regressdo de metdastases do figado e fluido
ascitico. Ele estava com boa saude e formagdo de imagem adicional mostrou
doenga estavel.

A Figura 10 A-H sfo varreduras CT do paciente # 12. Trés
meses apos transfusdo, ele teve regressdo de metastases do figado e pulmdes
com nivel de CEA quase normalizado a 5,9 (Normal < 4,0), desaparecimento
de ascite e ele parecia clinicamente saudavel.

A Figura 11 mostra linfécitos T ativados para a expressdo de
CD4", que foram tingidos para a expressdo de CD25 e o fator de transcrigdo
FoxP3 no inicio (A) e no final (B) de uma expanséo. Inicialmente (painel A),
4.8% dos linfocitos-T CD4" expressavam FoxP3 e altos niveis de CD25,
assim identificados como Treg. No final da expansdo, um nimero muito
pequeno de Tregs estavam presentes 0,3% (painel B).

Exemplos
Exemplo 1
Expansio de linfécitos-T reativos a tumor

A identificag¢do de diversos nodos sentinela foi realizada pré-
operativamente empregando-se a técnica de nodo sentinela. Resumidamente,
1 ml de corante azul patente foi injetado (Guerbet, Pris) e distribuido
superficialmente na serosa em torno do tumor. Dentro de cinco a dez minutos,
um a trés linfonodos mesentéricos foram coloridos azul, estes nodos sentinela
foram marcados com suturas e removidos (vide Figura 1). Um linfonodo
mesentérico nfo-sentinela, distante do tumor, foi também identificado e
removido como um controle.

Os linfonodos sentinela e ndo-sentinelas foram cortados pela
metade e fatias de 1 mm de espessura foram retiradas do centro e da periferia.
O resto dos linfonodos foram remetidos para exame histopatoldgico, de

acordo com o procedimento de rotina. Uma parte do tumor, incluindo uma



10

15

20

25

30

amostra da margem invasiva, foi também removida para fins de pesquisa.
Cultura de Células
Fase I, ativagdo inicial

O material do nodo sentinela foi mantido sobre gelo e
imediatamente tomou-se cuidado utilizando-se AIM V® Media (Invitrogen)
em todas as ocasides. Suspensdes de célula unica de linfécitos de nodo
sentinela foram obtidas através de homogeneizagdo suave em um
homogeneizador de vidro de adaptagdo folgada e as células de
homogeneizagio a seguir foram lavadas duas vezes em meio. Os linf6citos de
nodo sentinela foram colocados em frascos de cultura de célula a 4 milhdes de
células/ml e interleucina-2 (IL-2) (Proleukin®, Chiron) foi adicionada a uma
concentrac¢do de 240 IU/ml meio.

Extrato de tumor autdlogo foi preparado por homogeneizagéo
com um Ultra Turrax em 5 volumes (p/v) 2 x PBS, seguido por desnaturagéo
por 5 minutos a 97°C. Trés a quatro dias apds iniciagdo o extrato de tumor
autdlogo de cultura de célula foi adicionado em uma concentragéo de 1/100.
Para cultura de longo termo, as células foram mantidas em um incubador de
célula a 37°C e 5% CO, e 250 IU IL-2/ml meios adicionados cada 3 — 4 dias.
Fase II, ativagdo e expansdo

Ap6s 18 — 22 dias, as culturas de células foram monitoradas
para a expressdo de CD25. Quando o numero de células expressando CD25
foi diminuido abaixo de 5%, as células foram re-estimuladas na Fase II
(Figura 2) pela adigdo de extrato de tumor autélogo em uma concentragio de
1/100. Para apresentacdo de antigeno eficiente, PBMC autdlogas foram
coletadas usando-se Ficoll-Paque PLUS (Amersham Biosciences, GE
Healthcare), irradiadas com 2500 rd e adicionadas as culturas de célula. Trés
dias apds reestimulagéo, interferon-a (Introna) na conc. de 100 — 500 IU/ml e
anticorpo anti IL-4 foram adicionados a uma concentragdo de 2 ug/ml. Apés 5

a 8 dias, IL-12 (4 ng/ml) foi adicionado & expansdo, a fim de promover a
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indugdo de IFN-y produzindo as células Thl.

No dia antes da transfusfo no paciente, as culturas de célula
foram submetidas a purificagdo, usando-se um Ficoll-Paque PLUS
(Amersham Biosciences, GE Healthcare), a fim de recuperar as células
viaveis da cultura. No dia de transfusdo, as células foram lavadas duas vezes
com solugdo Salina (Natriumklorid Baxter Viaflo 9 mg/ml, Baxter) e entdo
transferidas para um saco de transferéncia contendo 200 — 200 ml de solugdo
salina e 1% de albumina de soro humano (Baxter). As investiga¢cdes quanto a
presenca microbiana foram realizadas antes da transfusdo. As infusGes das
células foram realizadas durante 1 — 2 horas sob supervisio médica
profissional.

Avaliagdo Imunoldgica

Mais avaliag¢do imunologica foi realizada usando-se ensaios de
prolifera¢do de incorporagéo de timidina rotulada com tritio. Uma aliquota de
linfécitos de nodo Sentinela foi posta de lado para esta finalidade, uma tnica
suspensdo de célula de linfocitos de nodo nédo-sentinela foi obtida por pressdo
suave em um homogeneizador de vidro de ajuste solto e os leucdcitos de
sangue periférico foram purificados por Ficoll-Paque PLUS (Amersham
Biosciences, GE Heathcare).

As células foram ressuspensas e lavadas duas vezes em RPMI
1640 (Life Technologies) contendo 2,5% de soro de bezerro fetal (FCS) (Life
Technologies). Finalmente, as células foram ressuspensas em meio de
prolifera¢gio RPMI 1640 contendo 10% de soro AB humano (Sigma), 1% de
penicilina-estreptomicina (Sigma) e 1% de glutamina (Sigma). Células de
linfonodo e PBL purificado foram usadas a 3 x 10° células/pogo em uma
placa de 96-pogos e estimulados com homogeneizado de tumor diluido 1/100,
1/10 ou Con A 10 pg/ml (Signa) em triplicatas. A proliferagdo foi medida no
dia 5, 6 e 7 pela adi¢do de 1 uCl de *H-Timidina/pogo (Amersham) 18 horas

antes da colheita. As amostras foram submetidas a contagem de cintilagfo.
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No inicio da cultura de célula, estimulos das células de
linfonodo e PBL, para a medigdo da secregdo de IFN- y, foram realizados em
placas e 96 pogos com 3 X 10° células/pogo em triplicata, com
homogeneizado de tumor diluido 1/10 e 1/100, ou Con A 10 pg/ml (Signa). A
quantidade de IFN- y secretado foi medida com ELISA (IFN-y Humano
Duoset, R&D Systems) nos sobrenadantes de cultura em amostras reunidas
das triplicatas (Figura 5). No final das culturas de células, amostras do
sobrenadante foram removidas e a secre¢do de IFN-y e IL-4 medida em
triplicata com ELISA (IFN-Duoset Humano e Duoset-IL-4 Humano, R&D
Systems) (Figura 6A e 6B).

Andlises de citometria de fluxo

A caracterizagdo das células foi realizada usando-se citometria
de fluxo inicialmente nas células do nodo sentinela, nodo ndo-sentinela,
PBMC e do tumor. Do nodo sentinela, linfocitos adquiridos em amostras de
cultura foram retirados cada duas a trés semanas para analises de citometria
de fluxo. As células foram incubadas por 30 minutos em PBS suplementado
com 2% FCS e 0,05% NaN; (tampdo FACS) com anticorpos contra
marcadores para subpopulagdes de célula imune e para ativagdio de linfécito
(Figura 3, 4 e 5). Anticorpos conjugados com isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) contra os seguintes marcadores foram usados: CD89, HLA-DR,
CD45RA, CD25, conjugados com ficoeritrina (PE): CD62L, CDI19,
CD45R0, CD56, conjugados com Peridinina-Clorofil-Proteina (PerCP): CD8,
CD3 conjugados com aloficocianina (APC): CD4, CD14, CD8.

O repertorio-Vf foi examinado usando-se o kit de marca Beta
(Beckman Coulter), 5 x 10° células/tubo foram tingidas em 10 pl dos 8
diferentes frascos contendo misturas de FITC, PE e anticorpos V3 TCR
conjugados FITC-PE de dupla cor e com a adigdo de CD8 PerCP e CD4 APC
em cada tubo (Figura 7).

Exemplo 2
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Tratamento de cincer de célon pela administra¢io de linfécitos-T
reativos a tumor

Identificacdo e remocdo dos linfonodos sentinela e metinela de pacientes com

cancer de colon

Dezesseis pacientes diagnosticados com céncer de colon, seis
mulheres ¢ dez homens com uma idade média de 62 anos, foram estudados.
Os pacientes foram histopatologicamente classificados como Duke’s C ou D.
Houve também 5 pacientes com Duke’s B com caracteristicas de tumor
agressivo, tais como ulceragdes, invasdo vascular ou perineural. Os pacientes
7 e 14, entretanto, foram anteriormente cirurgicamente tratados devido a
cancer do célon e agora tinham doenga recorrente com metastases para o
figado. O comité ético local aprovou o estudo e cada paciente forneceu
consentimento informal.

A identificagdo dos nodos sentinela ou metinela foi realizada
intraoperativamente. A mobilizag&o do sitio do tumor colénico foi conseguida
pela divisdo das adesdes peritoneais, a fim de facilitar a inspe¢do do tumor e
mesentério. Inje¢des de corante azul Patente (Guerbet, Paris) foram
distribuidas superficialmente na serosa em torno do tumor. Dentro de cinco
minutos, um a trés linfonodos mesentéricos foram coloridos azul, estes nodos
sentinela foram marcados com suturas e removidos quando a ressec¢do estava
completa. Um linfonodo mesentérico ndo-sentinela, distante do tumor, foi
manipulado da mesma maneira.

Os linfonodos sentinela e ndo-sentinela foram cortados pela
metade e fatias de 1 mm de espessura foram retiradas do centro e da periferia.
O resto dos linfonodos foi remetido para exame hispatoldgico de acordo com
o procedimento de rotina. Um pedago do tumor, incluindo uma parte da
margem invasiva, foi usado para preparagdo antigena.

Os linfécitos obtidos dos linfonodos foram entdo expandidos

como descrito no Exemplo 1.
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Administracio de linfocitos-T reativos a tumor

16 pacientes foram tratados com infusdo de linfécitos
autélogos expandidos como descrito no Exemplo 1. Em média 74,7 milhdes
ativados e clonalmente expandidos de células T foram administrados como
uma transfusdo. Ndo foram observados efeitos colaterais toxicos, como febre,
calafrios, mal-estar, retengdo severa de fluido, edema pulmonar ou angustia
respiratoria.

Avaliacdes de acompanhamento

O acompanhamento incluiu exame clinico cada terceiro a
sexto més e controle de niveis de CEA. Todos os pacientes do estagio Il e IV
foram além disso investigados com tomografia computadorizada do tdérax e
abdome. Os pacientes foram acompanhados em visitas regulares em média
por 13 meses (faixa de 5 — 20), o tempo de acompanhamento médio foi de 13
1, meses. De cada 16 pacientes que tinham sido tratados com infusdo de
linfécitos autdlogos, oito tiveram conhecimento no diagnodstico. Quatro
pacientes receberam suas transfusdes devido a recorréncias conhecidas e deles
trés estdo ainda sem sinais de recorréncias. Um paciente foi operado devido a
metastases do figado solitarias e estiveram desde entdo sem recaidas. Como
manifesta-se pela Figura 8 e Figura 9, um paciente com metastases de figado
localizadas em ambos os 16bulos (que tinham sido declarados incuraveis pela
cirurgia de figado), tiveram total regressdo das metastases de figado apos
transfusdo de linfocitos reativos a tumor e, além disso, tiveram normalizagdo
dos niveis de CEA, desaparecimento de ascite e estd fisicamente bem e
exercitando-se regularmente. Um outro paciente com metastases de figado
tiveram regressdo de metastases de figado e fluido ascético apos transfusdo
(vide Figura 10, 11 e 12). Um paciente teve, trés meses ap6s transfusdo,
regressdo das metastases do figado e pulmdes (vide figura 13, 14, 15 e 16)
com um nivel de CEA quase normalizado a 5,9 (Normal < 4,0),

desaparecimento de ascite e ele mostra-se clinicamente saudavel.
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Resultados

Dezesseis pacientes com cancer de colon ou metastases de
figado colo-retais solitarias foram operados no South Stockholm General
Hospital e incluidos no estudo. Os locais primérios dos tumores eram trés no
ceco, 4 no colon ascendente, 1 no colon descendente, 7 no célon sigméide e 1
no reto. Sete hemicolectomias laterais direitas, 1 hemicolectomia lateral
esquerda, 7 ressecgdes sigmdides e 1 retoamputagdo foram realizadas. Dois
pacientes tinham sido anteriormente operados com retoamputago e ressecgdo
sigmoide; eles agora sofreram ressec¢des parciais do figado devido a
metéastases do figado. Um paciente teve recorréncias em dois locais
abdominais e tinham sido anteriormente operados devido a um tumor no ceco.
Em nossa operagdo, dois nodos sentinela drenando a metastase foram
identificados, um no mesentério col6nico € um no mesentério do intestino
delgado. Uma ressecgdo prolongada da regifio ileocolonica anastomética com
mesenteria foi realizada.

Em todos os pacientes, um a trés (média 2,1) nodo(s)
sentinelas foram identificados intraoperativamente por inje¢des de azul
patente peritumorais. Entre os pacientes com ressecgdo colénica primaria, em
média 15,8 linfonodos foram recuperados de cada espécime. Apods
investiga¢do histopatologica destes linfonodos, cinco pacientes foram
classificados como pacientes Duke’s C e 5 pacientes como Duke’s B, todos
eles foram classificados como tumores de alto risco, devido a crescimento de
células tumorais ao longo dos nervos e nos vasos em investigagcdo anatomica
patoldgica. Cinco pacientes tiveram metastases distantes e foram em uma
ocasifo de ressec¢do metastatica classificados como Duke’s D. Dois pacientes
deles tiveram metastase de figado solitarias. Além disso, nodos sentinela
foram também analisados por FACS (classificador de célula ativada por
Fluorescéncia) e anticorpos contra citoceratina 20, que € expressa por tumores

de cincer do célon, para fins de detectar micrometastases. As avaliagdes da
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citoceratina 20 dos linfonodos por citometria de fluxo estavam de acordo com
o diagnostico anatdmico patologico (ndo mostrado), exceto em um caso em
que um nodo sentinela negativo falso (de acordo com anélise histopatologica)
era positivo na analise FACS de citoceratina 20.

O nodo sentinela é o primeiro linfonodo drenando o tumor e &,
portanto, o primeiro sitio de metastase de linfonodo (Dahl et al.), porém o
nodo sentinela é também o sitio primdrio para a ativagdo do sistema imune.
As células tumorais, escombros, células necroticas e células apresentando
antigeno acumulam-se no nodo sentinela, onde ocorrem a apresentagdo,
ativacdo e expansio clonal das células T direcionadas contra o tumor. Os
presentes inventores aproveitaram esta populagdo de células T expandidas in
vivo de linfécitos adquiridos de nodo sentinela para cultura, expansio e
transfusdo de célula in vitro.

Os linfocitos adquiridos de nodo sentinela € uma populagdo de
células T ativadas e clonalmente expandidas contra antigenos tumorais, que
podem eficientemente ser colhidas durante o procedimento cirurgico. Ao
contrario dos recentes experimentos de imunoterapia focalizando-se em
células T citotdxicas, o objetivo dos presentes inventores foi criar um
protocolo para intensificago in vitro da expansdo clonal iniciada in vivo de
células auxiliares T. As células auxiliares T parecem ser necessarias para a
fungdo eficaz das células T citotoxicas e para a criagdo das células de
memoria. Além disso, em um sistema transgénico de receptor de célula-T
objetivando um antigeno de células das ilhotas, a transfusdo das células Thl
foi constatada ser suficiente para a destrui¢do das células § e desenvolvimento
do diabete melito. Cultura in vitro de linfécitos adquiridos de nodo sentinela
resultou em uma ativagdo de Thl e expansdo clonal de células auxiliares T,
como indicado pela produgdo dominante do IFN-y de citocina Th1l de marca
de autenticidade e o enriquecimento de um repertério V3 TCR restringido. O

homogeneizado tumoral usado para expandir as células T € provavel ser
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endocitosado e processado pelas células apresentando antigeno para
apresentacdo de classe II resultando na ativagdo das células auxiliares T
CD4", resultando na expansdo favorecendo as células auxiliares T. Por
apresentagdo cruzada, os antigenos absorvidos por endocitose podem ser
processados e apresentados na bolsa classe I, resultando em ativagio de
células T citotoxicas CD8". Interessantemente, em alguns casos os inventores
constataram expans3o clonal de células tanto CD4" como CD8".

O ntimero médio de linfocitos adquiridos de nodo sentinela no
inicio da expansdo foi de 107,4 milhdes de células (faixa 3,6 — 509 milhdes,
média 70 milhdes). As células foram caracterizadas por citometria de fluxo. A
relagdo entre as células CD4" e CD8" no inicio foi na média de 4,9 (faixa de
0,36 — 10, média 5,4) indicando uma expanséo de células auxiliares CD4" nos
nodos sentinela comparada com a relagdo de CD4/CD8 no sangue periférico
(faixa normal 1,0 — 2,5) (figura 2A). Além disso, linfocitos B (CD 19) e
células matadoras naturais (NK) (CD 56) estavam presentes nos nodos
sentinela (ndo mostrados). As células foram mantidas em cultura em média
36,1 dias (faixa de 23 — 58 dias), média de 33 dias. As células foram
monitoradas rigorosamente por citometria de fluxo pelo menos
semanalmente. Inicialmente, o numero total de células diminuiu. As células B
e células NK desapareceram quase completamente e o nimero de células
matadoras T CD8" foi diminuido. O procedimento de cultura usado promoveu
principalmente a expansfo das células auxiliares, uma vez que a relagdo
média de CD4/CD8 foi de 92,5. O re-estimulo com antigeno de tumor
autdlogo resultou em expansdo clonal das células T reativas a tumor, como
avaliado investigando-se o repertorio VB do receptor de célula-T dos
linfécitos adquiridos do nodo sentinela, antes e apos cultura in vitro.

Antes da transfusfo, as células T expandidas foram
funcionalmente testadas contra antigenos de tumor autdlogos medindo-se a

ativagéio e a produgdo de citocina do IFN-y de citocina Th1 e IL-4 da citocina
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Th2. Os linfécitos adquiridos do nodo sentinela expandido in vitro
responderam no re-estimulo com antigeno tumoral com a producéo de IFN-g
e nenhum ou muito pouco IL-4, indicando que as células T expandidas eram
funcionais e responsivas a Thl.

Seis pacientes com Duke’s D foram tratados no estudo. Dois
pacientes estagiados como Duke’s D na cirurgia com metastases para o figado
e para os pulmdes e figado, respectivamente, exibiram regressdo marcante da
doenca (pat 5 e 12). Apos transfusdo dos linfécitos, o primeiro paciente teve
regressdo total das metéstases do figado localizadas em ambos os 16bulos (que
tinham sido declaradas incurdveis pela cirurgia do figado) (figura 3),
normalizagdo dos niveis de CEA, desaparecimento do ascite € mostrou-se
saudavel. O Paciente 12 mostrou regressdo das metastases do figado e
pulmdes com um nivel de CEA quase normalizado a 5,9 (Normal < 4,0),
desaparecimento do ascite e mostrou-se clinicamente saudavel. O paciente 1
exibiu uma regressdo do tamanho da metastase do figado e inicialmente uma
diminui¢do dos niveis de CEA, desaparecimento do ascite e estava em
excelente forma quando repentinamente morreu (dia 191), o que parece ter
sido um embolia pulmonar. Dois pacientes de Duke’s D exibiram doenga
estavel, sem progressdo da metastase ou aumento dos niveis de CEA. A
paciente mais idosa no. 7 do estudo apresentou doenga estdvel por cinco
meses, porém em seguida, os niveis de CEA comegaram a aumentar € morreu
na idade de 83. Nio foi realizada autopsia. Um paciente estagiou como
Duke’s C na cirurgia, porém logo desenvolveu metastase para o figado e
pulmdes (Duke’s D), porém em seguida a transfusdo e quimioterapia uma
regressdo das metastases do pulméo e figado foram vistas com somente niveis
de CEA ligeiramente elevados. Os pacientes classificados como Duke’s C
todos tinham niveis normais de CEA e mostraram-se sem quaisquer sinais de
recorréncia radioldgica ou clinica da doenga. Quatro dos pacientes Duke’s B

sdo sauddveis, com niveis de CEA normais e ndo tém sinais de doenga
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recorrente. O paciente no. 9, classificado como Duke’s B, porém com um
tumor de crescimento agressivo, mostra sinais de doenga recorrente com
elevados niveis de CEA (67) e sinais de metastases de figado.

Para investigar o fato de células T transfundidas, os presentes
inventores analisaram a proliferagdo das células T em relagdo ao extrato de
tumor no sangue periférico. Como mencionado antes, eles ndo puderam
demonstrar qualquer reatividade de célula T no sangue periférico contra
antigenos de tumor autélogos em quaisquer dos pacientes antes da transfuséo.
Entretanto, fomos capazes de detectar a proliferacdo de células T contra os
antigenos de tumor aut6logos no sangue periférico em todos os pacientes
investigados até 10 meses ap0s a transfusdo, indicando a presenca de células
T reativas a tumor circulantes clonalmente expandidas.

Resumo das caracteristicas dos pacientes

Embaixo € apresentada uma tabela de todos os participantes do

estudo, escolhidos ap6s a classificagdo de Duke na cirurgia:

Caracteristicas dos participantes

Jdade/ Classificagio  Células D4/ IFN- Sobrevivéncia  Resposta
sexo de Duke m{xw’; gga A (;;m'fn ( ol )
87/M B 4  92/02 ND 31 sD
87iF B 8 15151 ND 30 SD
71M B 50 74115 2091 29 )
74 B 63 64722 ND 29 SD
66/M 8 152 82/15 1411 27 Sb
B4/F c 110 64125  ND 34 sb
58/F c 16 77118 417 23 SD
61F D 1 37735 ND 6 Sp
47IM o) 80 24/16  ND 36 CR
54/M D 40 37/24 ND 36 SD
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65/M 3] 270 82115 ND 36 CR
42/F B 80 66/ 11 ND 33 CR
82/F b 40 98701 ND ] sD
74iM 2 130 737122 142 30 CR
33 B 72 727115 908 12 PR
66/M D 25 37+27 764 7 26 PR

") Os niimeros representam a percentagem de células positivas CD4 e CDS,
detectadas com FACS.
Exame

Do conhecimento dos presentes inventores, a imunoterapia
baseado em nodo sentinela ou metinela, em pacientes com cancer de cdlon,
nunca foi apresentada antes. Assim, esta ¢ a primeira tentativa de utilizarem-
se linfécitos adquiridos de nodos sentinela ou metinela para terapia. Ha
algumas diferengas principais entre o presente estudo e, p. ex., o tratamento
com IL-2 de alta dose (Rosenberg). Primeiramente, o uso de linfécitos
adquiridos de nodo sentinela, que foram estimulados in vifro por
homogeneizado de tumor autdlogo e APCs, provoca uma resposta imune
celular altamente especifica em relagdo ao tumor. Somente as células T com
alta afinidade para o tumor primdrio sobreviverdo até a transfusdo. Em um
tratamento generalizado sistémico com alta dose de IL-2 intravenosamente
em pacientes, todos os linfocitos serdo igualmente estimulados e
razoavelmente somente uma muito pequena fracdo deles sdo especificos de
tumor. Os presentes inventores acreditam que, uma vez que o(s) nodo(s)
sentinela s3o os primeiros drenando linfonodos para um tumor, havera um
excessivo acumulo de linfocitos especificos de tumor. A proliferagdo e
transfusdo de células T verdadeiras reconhecendo tumor deve criar uma
reacdo especifica de tumor macigo. Em segundo lugar, o regime de IL-2 de
alta dose provoca alta toxicidade e severas complicagdes, longos periodos de
tratamento e altos custos. As transfusdes de acordo com o presente método
foram feitas sem complicagdes durante cerca de uma hora e os pacientes

foram com freqiiéncia descarregados no mesmo dia. Em terceiro lugar, o
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presente protocolo aponta em direcdo a expansdo das células auxiliares T dos
nodos sentinela, ao contrario da expansfo das células T citotoxicas, colhidas
como linfécitos de infiltragdo de tumor.

Este estudo mostra que os linfocitos adquiridos de nodo
sentinela recentemente isolados possuem uma capacidade proliferativa in
vitro em relagdo ao homogeneizado de tumor autélogo e podem, sem
complicagdes, ser transfundidos no paciente como imunoterapia adotiva. Ha
uma forte indicagdo que o tratamento com linfécitos adquiridos de nodo
sentinela expandido pode melhorar o resultado de pacientes com alto risco de
cancer de colon disseminado, bem como pacientes sofrendo de tipos de sélido

de cancer.
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REIVINDICACOES

1. Método para a expansdo de linfocitos T auxiliares CD4+

e/ou linfocitos T CD8+ reativos a tumor, caracterizado pelo fato de

compreender

i) uma primeira fase de estimular linfécitos T auxiliares
CD4+ e/ou linfécitos T CD8+ reativos a tumor com antigeno derivado de
tumor, junto com pelo menos uma substincia tendo atividade agonista em
relacio ao receptor IL-2, para promover a sobrevivéncia de linfocitos T
auxiliares CD4+ e/ou linfécitos T CD8+; e

ii) uma segunda fase de ativar e promover o crescimento de
linfocitos T auxiliares CD4+ e/ou linfocitos T CD8+ reativos a tumor, em que
a segunda fase ii) € iniciada quando o marcador de superficie das células
CD25 (ou marcador IL-2R) é regulado negativamente nos linfécitos T
auxiliares CD4+ e/ou linfoécitos T CD8+.

2. Método de acordo com a reivindicagfo 1, caracterizado pelo

fato de a regulagdo negativa ser definida como aquela que 5% ou menos da
populagdo de linfocitos-T expressa CD25.

3. Método de acordo com a reivindicagédo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de os linfocitos-T estarem presentes em um meio de cultura.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
fato de o meio de cultura ser um meio livre de soro, tal como, p. ex., meio
AIMV.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de a primeira fase i) ser iniciada

adicionando-se a pelo menos uma substincia tendo atividade agonista em
relacdo ao receptor IL-2.

6. Método de acordo com a reivindicagéo 5, caracterizado pelo

fato de a substincia tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2 €

IL-2.
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7. Método de acordo com a reivindicag#o 6, caracterizado pelo

fato de IL-2 ser adicionado em uma baixa dose, tal como, p. ex., de cerca de
100 TU/ml de meio de cultura a cerca de 700 IU/ml de meio de cultura, de
cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 600 IU/ml de meio de
cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 500 IU/ml de
meio de cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 400
IU/ml de meio de cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de
300 IU/ml de meio de cultura e de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a
cerca de 200 IU/ml de meio de cultura.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

precedentes, caracterizado pelo fato de mais uma quantidade da pelo menos

uma substancia tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2 ser
adicionada regularmente por toda a fase i), tal como, p. ex., cada 2o., 30. ou
40. dia de fase 1).

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo

fato de a substincia tendo atividade agonista em relag@o ao receptor IL-2 ser
IL-2.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de a concentragdo de IL-2 adicionado ser de cerca de 100 IU/ml de
meio de cultura a cerca de 700 TU/ml de meio de cultura, de cerca de 100
IU/ml de meio de cultura a cerca de 600 IU/ml de meio de cultura, de cerca de
100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 500 IU/ml de meio de cultura, de
cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 400 IU/ml de meio de
cultura, de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 300 IU/ml de
meio de cultura e de cerca de 100 IU/ml de meio de cultura a cerca de 200
IU/ml de meio de cultura.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser

adicionado do dia 2 ao e incluindo dia 5 da primeira fase 1), tal como, p. ex.,
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no dia 2, no dia 3, no dia 4 ouno dia 5.
12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

— 10, caracterizado pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser adicionado

essencialmente ao mesmo tempo que quando a fase i) € iniciada ou no
maximo até 3 dias apos.
13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser um

homogeneizado desnaturado de um tumor.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser autdlogo. |
15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser uma

proteina, polipeptideo ou peptideo.
16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de a segunda fase ii) ser iniciada do dia

17 ao e incluindo dia 23 da primeira fase i), tal como, p. ex., no dia 17, no dia
18, no dia 19, no dia 20, no dia 21, no dia 22 ou no dia 23.
17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de a segunda fase ser iniciada pela adi¢do

de antigeno derivado de tumor aos linfocitos-T, para ativar os linfécitos-T
negativos-CD25, reativos a tumor.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser autdlogo.
19. Método de acordo com a reivindicagdo 17 ou 18,

caracterizado pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser um

homogeneizado desnaturado de um tumor.
20. Método de acordo com a reivindicagdo 17 ou 18,

caracterizado pelo fato de o antigeno derivado de tumor ser uma proteina,

polipeptideo ou peptideo de tumor.
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21. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

17 — 20, caracterizado pelo fato de compreender ainda a adig&o aos linfocitos-

T de células apresentando antigeno, junto com o antigeno derivado de tumor.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado

pelo fato de as células apresentando antigeno serem leucocitos sangiiineos
periféricos irradiados, contendo células-B e/ou monocitos apresentando
antigeno.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de a segunda fase ii) compreender

adicionar pelo menos uma substancia capaz de regular ascendentemente IL-
12R dos linfécitos-T.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizado

pelo fato de a(s) substancia(s) capaz(es) de regular ascendentemente IL-12R
dos linfocitos-T ser(em) substincia(s) tendo atividade agonista em relagdo a
um receptor de interferon.

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado

pelo fato de a(s) substincia(s) tendo atividade agonista em relagdo a um
receptor de interferon ser um interferon.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 25, caracterizado

pelo fato de a(s) substincia(s) tendo atividade agonista em relagdo a um
receptor de interferon ser interferon-c.
27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

23 — 26, caracterizado pelo fato de a(s) substancia(s) capaz(es) de regular

ascendentemente IL-12R dos linfocitos-T, tais como, p. ex., uma substancia
tendo atividade agonista em relagdo ao receptor de interferon, ser
adicionada(s) quando o nivel de IL-12 for de pelo menos 1 vez, tal como, p.
ex., pelo menos 2, pelo menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes, ou pelo menos 5
vezes aumentado, em compara¢do com o nivel de IL-12 no dia 1 da fase ii).

28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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23 — 27, caracterizado pelo fato de a substincia capaz de regular

ascendentemente IL-12R dos linfécitos-T, tal como, p. ex., uma substincia
tendo atividade agonista em relagdo a um receptor de interferon, ser
adicionada do dia 2 ao e incluindo dia 4 ap6s iniciar a segunda fase ii), tal
como, p. ex. no dia 2, no dia 3 ou no dia 4.

29. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de a segunda fase ii) compreender

adicionar uma ou mais substincias capazes de antagonizar o desenvolvimento
de linfécitos-T tipo Th2.

30. Método de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado

pelo fato de uma ou mais substdncias capazes de antagonizar o
desenvolvimento dos linfocitos-T tipo Th2 ser(em) uma ou mais substincias
capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-10 e/ou TGF-beta.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado

pelo fato de a uma ou mais substancias capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-
10, e/ou TGF-beta serem anticorpo anti IL-5 e/ou anticorpo anti IL-10.
32. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

29 — 31, caracterizado pelo fato de a uma ou mais substancias capazes de

antagonizar o desenvolvimento de linfocitos-T tipo Th2, tais como, p. ex.,
uma ou mais substincias capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-10, e/ou TGF-
beta ser(em) adicionada(s) no dia 1 da segunda fase ii).

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

29 — 31, caracterizado pelo fato de a uma ou mais substincias capazes de

antagonizar o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Th2, tais como, p. ex.,
uma ou mais substincias capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-10 e/ou TGF-
beta, ser(em) adicionada(s) em uma etapa subseqiiente apés a adigdo da
substincia capaz de regular ascendentemente IL-12R dos linfécitos-T.

34. Método de acordo com a reivindicagéo 33, caracterizado

pelo fato de a uma ou mais substincias capazes de antagonizar o
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desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Th2, tais como, p. ex., uma ou mais
substincias capazes de neutralizar IL-4, IL-5, IL-10 e/ou TGF-beta, ser
adicionada um dia apdés a adi¢do da substdncia capaz de regular
ascendentemente IL-12R dos linfécitos-T.

35. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de uma outra quantidade da uma ou mais

substincias capazes de antagonizar o desenvolvimento dos Linfocitos-T tipo
Th2, tais como, p. ex., uma ou mais substincias capazes de neutralizar IL-4,
IL-5, IL-10, e/ou TGF-beta ser(em) adicionada(s) regularmente através da
fase ii).

36. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado

pelo fato de uma outra quantidade da uma ou mais substincias capazes de
antagonizar o desenvolvimento dos linfécitos-T tipo Th2, tais como, p. ex.,
uma ou mais substincias capazes de neutralizar 1L-4, IL-5, IL-10, e/ou TGF-
beta, ser(em) adicionadas em cada 2%, 32 ou 4° dia de fase ii).

37. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de uma outra quantidade de uma

substincia tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2 ser(em)

adicionada(s) regularmente através da fase ii).

38. Método de acordo com a reivindicag@o 37, caracterizado
pelo fato da substincia tendo atividade agonista em relagdo ao receptor IL-2
ser(em) adicionadas em cada 2°, 3% ou 4? dia de fase ii), tais como, p. ex., cada
32 dia.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 37 ou 38,

caracterizado pelo fato da substincia tendo atividade agonista em relagdo ao

receptor IL-2 ser IL-2.
40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato da segunda fase ii) compreender

adicionar uma ou mais substincias promovendo o desenvolvimento dos
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41. Método de acordo com a reivindicagdo 40, caracterizado

pelo fato da uma ou mais substincias promovendo o desenvolvimento dos
Linfécitos-T tipo Thl ser(em) substincias tendo atividade agonista em
relagdo a IL-7, IL-12, IL-15 e/ou Receptor IL-21.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 41, caracterizado

pelo fato da uma ou mais substdncias ser(em) selecionada(s) de IL-7, IL-12,
IL-15 e IL-21.
43. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

40-42, caracterizado pelo fato da uma ou mais substancias promovendo o

desenvolvimento dos Linfécitos-T tipo Thl, tais como, p. ex., substincias
tendo atividade agonista em relagdo a IL-7, IL-12, IL-15 e/ou Receptor IL-21
ser(em) adicionada(s) quando o nivel de IFN-gama for aumentado, em
comparagdo com o nivel de IFN-gama no inicio da segunda fase i1).

44. Método de acordo com a reivindicagdo 43, caracterizado

pelo fato do nivel aumentado de IFN-gama ser determinado como pelo menos
um aumento de 1 vez no nivel de IFN-gama, tais como, p. ex., pelo menos 2
vezes, pelo menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes, em comparagdo com o nivel
de IFN-gama no inicio da segunda fase ii).

45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

40-44, caracterizado pelo fato da uma ou mais substincias promovendo o

desenvolvimento dos Linfocitos-T tipo Thl, tais como, p. ex., substancias
tendo atividade agonista em relagdo a IL-12, IL-15 e/ou Receptor IL-21
ser(em) adicionada(s) quando CD25 e/fou CD69 forem regulados
negativamente.

46. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

40-45, caracterizado pelo fato de a concentragdo de cada uma ou mais

substancias promovendo o desenvolvimento dos Linfécitos-T tipo Thl, tais

como, p. ex., substancias tendo atividade agonista em relagdo a IL-7, IL-12,
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IL-15 e/ou Receptor IL-21 adicionadas, ser de cerca de 150 IU/ml de meio de
cultura a cerca de 300 IU/ml de meio de cultura, tais como, p. ex. 250 IU/ml
de meio de cultura.

47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

40-46, caracterizado pelo fato da uma ou mais substdncias promovendo o

desenvolvimento dos Linfocitos-T tipo Thl, tais como, p. ex., substincias
tendo atividade agonista em relagdo a IL-12, IL-15 e/ou Receptor IL-21,
ser(em) adicionada(s) do dia 5 ao e incluindo dia 8 apés iniciar a segunda fase
ii), tais como, no dia 5, dia 6, dia 7 ou dia 8.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de ser para a preparagdo dos Linfocitos-T

auxiliares CD4+.
49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo dos linfocitos-T

efetores.
50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de ser para a preparagéo de linfocitos-T

da memoria.
51. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
precedentes, caracterizado pelo fato de ser para a preparagdo de Linfocitos-T

tipo Thl.

52. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de compreender ainda monitorar a

expressdo dos marcadores de superficie de célula, tais como, p. ex., CD25
e/ou CD69 dos linfocitos-T continuamente durante a primeira fase i) e
segunda fase ii).

53. Método de acordo com a reivindicagdo 52, caracterizado

pelo fato de os linfécitos-T serem colhidos quando CD25 dos linfocitos-T da

segunda fase ii) forem regulados negativamente.
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54. Método de acordo com a reivindicagdo 53, caracterizado

pelo fato dos linfocitos-T serem submetidos a pelo menos um ciclo adicional
de fase ii), quando CD25 dos linfécitos-T for regulado negativamente.
55. Método de acordo com a reivindicacdo 53 ou 54,

caracterizado pelo fato de a regulagdo negativa ser definida como aquela em

que 5% ou menos da populagdo de linfocitos-T positivos CD4 expressa
CD25.
56. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato dos linfdcitos-T reativos a tumor serem

colhidos do dia 10 ao e incluindo dia 14 apds iniciar a segunda fase ii).

57. Método de acordo com a reivindicagdo 56, caracterizado

pelo fato dos linfécitos-T reativos a tumor serem purificados ap6s colheita.
58. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato de compreender ainda uma etapa de

congelar os linfocitos-T reativos a tumor obtidos na segunda fase ii).
59. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

precedentes, caracterizado pelo fato dos linfocitos-T serem derivados de

nodos de linfa drenando um tumor primario e/ou uma metastase, ou serem

derivados de sangue.

60. Linfocito-T reativo a tumor, caracterizado pelo fato de ser
preparado de acordo com o método como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 —59.

61. Linfécito-T reativo a tumor de acordo com a reivindicagdo

60, caracterizado pelo fato de ser um linfécito-T CD4+.

62. Linfocito-T reativo a tumor de acordo com a reivindicagdo

60 ou 61, caracterizado pelo fato de ser um linfécito-T efetor.

63. Linfocito-T reativo a tumor de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 60-62, caracterizado pelo fato de ser um linfécito-T de

memoria.
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64. Linfocito-T reativo a tumor de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 60-63, caracterizado pelo fato de ser um Linfocito-T tipo

Thl.

65. Composi¢do farmacéutica caracterizada pelo fato de

compreender linfocitos-T reativos a tumor como definidos em qualquer uma
das reivindicagdes 60-64.
66. Método para tratar um individuo sofrendo de uma doenca

de origem neoplasica, caracterizado pelo fato de compreender administrar ao

individuo em necessidade uma quantidade eficaz de linfécitos-T reativos a
tumor como definidos em qualquer uma das reivindicagdes 60-65.
67. Método para realizar a regressdo de tumor em um

individuo tendo um tumor, caracterizado pelo fato de compreender

administrar ao individuo em necessidade uma quantidade eficaz de linfécitos-
T reativos a tumor, como definidos em qualquer uma das reivindicagdes 60-
65.

68. Método de acordo com a reivindicagdo 66 ou 67,

caracterizado pelo fato dos linfocitos-T reativos a tumor serem administrados

intravenosa, intra-arterial, intratecal ou intraperitonealmente.

69. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagGes

66-68, caracterizado pelo fato de a quantidade de linfocitos-T reativos a tumor
administrada ser de pelo menos 10 milhges, tal como, p. ex. pelo menos 20
milhdes, pelo menos 30 milhdes, pelo menos 40 milhdes, pelo menos 50
milhdes, pelo menos 60 milhdes, pelo menos 70 milhdes ou pelo menos 80
milhdes.

70. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

66-69, caracterizado pelo fato de os linfocitos-T reativos a tumor

administrados serem uma combinagdo de linfocitos-T efetores e linfocitos-T
de memoria.

71. Método de acordo com a reivindicacdo 70, caracterizado
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pelo fato de a percentagem de linfocitos-T efetores ser de cerca de 10% a
cerca de 65%, tal como, p. ex., de cerca de 20% a cerca de 50% ou de cerca
de 30% a cerca de 40%.

72. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

66-71, caracterizado pelo fato de os linfocitos-T reativos a tumor serem

autologos.
73. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

66-71, caracterizado pelo fato de os linfécitos-T reativos a tumor ndo serem

autologos.
74. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

66-73, caracterizado pelo fato de a doenga neoplasica ser selecionada de

qualquer neoplasma sélido de origem epitelial, mesenquimal ou embrioldgica
de qualquer local anatomico, tais como para neoplasmas epiteliais, p. ex.,
carcinomas da mama, célon, pancreas, bexiga, intestino delgado, prostata,
cerviz, vulva, ovarios; para neoplasmas mesenquimais, p. ex., sarcomas das
juntas, ossos, musculos e tenddes e alguns hematoldgicos, tais como linfomas;
para neoplasmas embrioldgicos, p. ex., teratomas.

75. Uso de linfécitos-T reativos a tumor, preparados de acordo

com qualquer uma das reivindicagdes 1 — 59, caracterizado pelo fato de ser

para a preparagdo de um medicamento para o tratamento de doenga de origem
neoplasica.
76. Kit para uso no método como definido em qualquer uma

das reivindicagdes 1 — 59 ou 66 — 74, caracterizado pelo fato de compreender

um meio para cultivo de linfécitos-T.

77. Kit de acordo com a reivindicagdo 76, caracterizado pelo

fato de compreender ainda uma ou mais substancias para estimular, ativar e
direcionar os linfécitos-T reativos a tumor.

78. Kit de acordo com a reivindicagdo 76 ou 77, caracterizado

pelo fato de os meios serem um meio livre de soro, tais como, p. ex., AIMV,
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RPMI 1640, DMEM ou MEM.
79. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 76-78,

caracterizado pelo fato da uma ou mais substincias para estimular, ativar e

direcionar linfocitos-T reativos a tumor serem selecionadas de antigeno
derivado de tumor, substincias tendo atividade agonista em relacdo ao
receptor IL-2, substincias capazes de regular ascendentemente IL-12R dos
linfécitos-T, substincias capazes de antagonizar o desenvolvimento dos
linfocitos-T tipo Th2 e substdncias promovendo o desenvolvimento dos
Linfécitos-T tipo Thl.

80. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 76-79,

caracterizado pelo fato da uma ou mais substincias para estimular, ativar e

direcionar os linfocitos-T reativos a tumor serem selecionadas do grupo
compreendendo IL-2, interferon-alfa, anticorpo anti-IL-4, anticorpo anti-IL-5,
anticorpo anti- IL-10, IL-7, IL-12, IL-15 e IL-21.

81. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 76-80,

caracterizado pelo fato de compreender uma composi¢do farmacéutica
adequada para administragdo intravenosa.
82. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 76-81,

caracterizado pelo fato de compreender ainda uma seringa compreendendo

um localizador de linfonodo.
83. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 76-82,

caracterizado pelo fato de compreender instrugdes para uso.

84. Kit de acordo com a reivindicag@o 83, caracterizado pelo

fato de as instru¢des serem na forma de software de computador.
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RESUMO .

“METODO PARA A EXPANSAO DE LINFOCITOS T AUXILIARES
CD4+ E/OU LINFOCITOS T CD8+ REATIVOS A TUMOR, LINFOCITO-
T REATIVO A TUMOR, COMPOSICAO FARMACEUTICA, METODOS -
PARA TRATAR UM INDIVIDUO SOFRENDO DE UMA DOENCA DE
ORIGEM NEOPLASICA 'E PARA REALIZAR A REGRESSAO DE
TUMOR EM UM _INDIVIDU(_), USO DE LINFOCITOS -T REATIVOS A
TUMOR, E, KIT” . -

N A presente 1nven<;ao descreve um método aperfelgoado, para
expansdo e ativagdo de linfocitos reatlvos a tumor, em particular hnfoc:ltos-T'
auxiliar CD4+ e/ou CD8+, que ‘podem ser usados para tratar “e/ou ev1tar
cancer. O metodo fornece elevados numeros de linfécitos-T reativos a tumor
dentro de um curto mtervalo de tempo e a possibilidade de dlrecxonar 0
desenvolv1mento - de hnfomtos-T auxiliar CD4+ e/ou CD8+ para

subpopulag:oes espec1ﬁcas o metodo compreende uma primeira fase de

' linfocitos-T aux111ares CD4+ T e/ou CD8+ com antlgeno derivado de tumor,

junto com pe]o menos uma substancia tendo atividade agomsta em rela(;ao ao
receptor IL-2, para promover a sobrevivéncia de lmfomtos-T aux111ar CD4+ T
e/ou. CD8+; e uma segunda fase de atlvar e promover 0 crescunento de
linfocitos-T aux111ares CD4+ T e/ou CD8+ em que a segunda fase € 1mc1ada
quando o marcador da superf' icie de celula CD25 (ou marcador IL-2R) é

regulado negativamente em hnfocxtos T auxiliar CD4+ T e/ou CD8+. .

*?I“oézlmf?'j;_‘ :
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