D-5278

DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENCAO

N 99.123

REQUERENTE: RESEARCH DEVELOPMENT FOUNDATION, norte-
-americana, com sede em 402 North Division
Street, Carson City, Nevada 89703, Estados
Unidos da America,

EPIGRAFE: . "PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA COMPO-
SICAO FARMACEUTICA CONTENDO O FACTOR DE
NECROSE DE TUMOR E INTERLEUQUINA-4"

INVENTORES: Bharat Aggarwal,’

Reivindicagdo do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convencéo de Paris
de 20 de Margo de 1883,

U.S5.A., 01 de Outubro de 1990, sob o N2 07/590,977

INPL.MOD 13 RF 16732



RESEARCH DEVELOPMENT FOUNDATION

“ PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE UMA COM-
POSIGAO FARMACEUTICA CONTENDO O FACTOR DE
NECROSE DE TUMOR E INTERLEUQUINA-4 *

AMBITO DA INVENGAOQ

A presente invencdo refere-se a linfocinas. Em particu-
lar, refere-se aos efeitos sinérgicos do FNT e da IL-4 sobre a

inibig¢do do crescimento de células tumorais e citotoxicidade.

ANTECENDENTES DA INVENGAOQ

2

Uma citocina & qualquer espécie de molécula produzida por
uma célula e que afecta essa célula ou outras células. Existe
uma grande variedade de citocinas, as quais, como um grupo,
exercem uma diversidade de efeitos sobre células tanto normais
como anormais. 0 efeito de uma citocina especifica sobre uma
célula particular depende simultaneamente dessa citocina espe-
cifica e do tipo de célula alvo.

0 factor de necrose tumoral (FNT) & uma citocina consti-
tuida essencialmente por monocitos .activados e & altamente
pleiotrdpico na natureza (Ayier et al., "Tumor Necrosis Fac-

tors" in CRC Handbook on Cytolytic Lymphocytes and Complement:

Effectores of the Immune System (E.R. Podack, ed.), Boca Ra-
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-

ton, Fla., CRC Press Inc., (1988) p. 105; Goeddel et al., "Tu-
mor Necrosis Factors: Gene Structure and Biological Activi-

ties" in Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology

(1987) L1:597). Esta citocina inibe o desenvolvimento de uma
ampla diversidade de células tumorais em cultura e estimula o
desenvolvimento de fibroblastos, células B e timocitos. Os
efeitos citotdédxicos do FNT contra as células tumorais sio po-

tenciados pelos interferdos (Lee et al., J.Immunol., 133

(1984) 1003; Sugarman et al., Science, 230 (1985) 943; Aggar-

wal et al.Nature, 318 (1985) 665; Vilcek et al., " Interaction

Between Tumor Necrosis Factor and Interferons", in The Biology

of the Interferon System. (Editado por H. Schellekenes e W.E.

Stewart), Amesterddo, Elsevier Science Publishers, 1986,

p.249; Fransen et al. (1986) Eur. J. Cancer Clin. Oncol., 22

(1986) 419-426; Campbell, et al. (1988) J. Immunol.

141:2325-2329; Schiller, et al. (1987) Cancer Res.

47:2809-2813). 0 aumento dos efeitos anti-proliferantes do FNT
originado pelos interferdos acompanha a melhoria de regulacdo
dos receptores de FNT (Aggarwal et al., Nature 318 (1985) 665;
Fransen et al. (1986) Eur. J. Cancer Clin. Oncol. 22: (1986)

419-426). Contudo a melhoria de regulac3o dos receptores de
FNT originada pelos interfer3os ndo & um mecanismo priméario
para a sua resposta citotdxica sinérgica (Tsujimoto et al., J.

Immunol. 137 (1986) 2272-2276; Aggarwal e FEessalu, J. Biol.

Chem., 262 (1987) 10000-10007).

Os efeitos sinérgicos do interferdo-¥ e do FNT sobre a



regulacdo do desenvolvimento de tumores encontram-se descritos
na patente de invencdo norte-americana n? 4 650 674, aqui in-
corporada como referéncia.

A interleuquina-4 (IL-4) & uma citoquina imunomoduladora
produzida pelos linfdcitos T activados. Um dos diversos modu-
ladores do sistema imunoldgico foi descrito originalmente como
factor de crescimento das células B devido & sua capacidade
para co-estimular a proliferagdo dos linfécitos B (Howard et

al., J. Exp. Med., 155 (1982) 914 ). A IL-4 afecta também uma

ampla diversidade de células incluindo as células T, as célu-
las mastbides, macrdéfagos e células progenitoras hematopoiéti-

cas (Paul et al., Ann. Rev. Immunol., 5: (1987) 429; Yokota et

al., Immunol. Rev. 102 (1988) 137; Crabstein et al., J.

Exp. Med., 163 (1986) 1405). A IL-4 melhora o desenvolvimento

de diversos tipos de células incluindo as células T e os mas-

técitos (Fernandez-Botran et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

83 (1986) 9689; Spits et al., J. Immunol., 139 (1987) 1142;

Zlotnik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84 (1987) 3856;

Mosmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83 (1986) 5654),

induz a expressdo do antigeno MHC de classe II nas células B e

nos mondcitos (TeVelde et al., J. Immunol, 140 (1988) 1548),

aumenta as cé&lulas T citotdéxicas especificas dos antigenos e
melhora a citotoxicidade mediada pelos macréfagos (Spits et

al., J. Immunol. 141 (1988) 29; Widmer et al., J. Exp.Med. 166

(1987) 1447; Crawford et al., J. Immunol. 139 (1987) 135). Em-

bora a IL-4 desregule a producdo de diversas citocinas in-



cluindo as UL-1%., IL—?&, INF-‘K‘e FYNT, melhora também a re-
gulacdo da produ¢do de IL-6 a partir das células B (Essner et

al., J. Immunol., 142 (1989) 3857; Lee et al., J. of Leukocyte

Biol., 47 (1990) 475-479; Pelman et al., J. Exp. Med., 170

(1989) 1751). A actividade das células LAK e NK induzida pela

P

IL-2 & desmodulada pela IL-4 (Brooks et al., Clin. Exp. Immu-

nol., 74 (1988) 162; Nagler et al,. J. Immunol. 141 (1988)

2349). Para além dos efeitos proliferantes da IL-4, demons-
trou-se também recentemente que inibe o desenvolvimento in vi-

tro de células linfdides humanas e de neoplasmas celulares do

plasma humano (Taylor et al., Blood, 75 (1990) 5).

BREVE DESCRIGCAO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se aos efeitos sinérgicos da
IL-4 sobre a actividade anti-proliferante do FNT. A IL-4 po-
tencia os efeitos citotéxicos do FNT contra uma diversidade de
células tumorais incluindo, mas sem que isso constitua uma li-
mitagcdo, as células do tumor da mama, as células de carcinoma
e as células de linfoma. Esses efeitos sinérgicos estdo depen-
dentes da dose de FNT e de Il-4. 0 reforco da citotoxicidade
do FNT proporcionada pela IL-4 é compardvel & que era conse-
guida com o interferdo gama.

A presente invencdo refere-se aos efeitos sinérgicos de
uma citocina derivada de células T, a interleucina-4, sobre os

efeitos citotéxicos do FNT em células tumorais. De acordo com

um dos seus aspectos a presente invencdo proporciona uma com-



posicdo que contém FNT e IL-4 bastante purificados. De acordo
com outro dos seus aspectos, a presente invencdo proporciona
uma composicdo que incorpora o FNT, a IL-4 e o interferdo-gama
(IFN-Y¥ ) substancialmente purificados. De acordo com outro dos
seus aspectos, a presente invencdo proporciona a utilizacdo
dessa composicdo para inibir o desenvolvimento de células tu-
morais. Ainda de acordo com outro dos seus aspectos a presente
invengdo proporciona a utilizagdo dessas composicdes para ani-
quilar células tumorais.

Os efeitos anti-proliferantes do FNT contra diversas 1li-
nhas de células sdo potenciados pela IL-4.

A IL-4 1isoladamente ndo possui efeitos inibidores do
crescimento dessas linhas de células ou, em alguns casos, de-
monstrou ser ligeiramente estimuladora do crescimento. 0 grau
do aumento dos efeitos citotéxicos do FNT proporcionado pela
IL-4 & quantitativamente comparédvel ao do IFN-Y¥ ; contudo, os
mecanismos segundo os quais a IL-4 e o IFN-‘X potenciam os
efeitos anti-proliferantes ou citotdéxicos do FNT e da Linfoto-
xina (Lt) sdo diferentes.

A administracdo de uma composicdo isenta de células ade-
quada para o tratamento de células tumorais contendo factor de
necrose tumoral e Interleucina-4 a um animal que tenha um tu-
mor origina uma diminui¢do no desenvolvimento desse tumor. de
preferéncia, o factor de necrose tumoral & o factor de necrose
tumoral humano. 0 factor de necrose tumoral pode ser obtido a

partir de qualquer fonte. Essas fontes s3o bem conhecidas pe-



los especialistas na matéria. De preferéncia, o factor de ne-
crose tumoral & produzido pelo processo recombinante .

De preferéncia,a IL-4 & a IL-4 humana. A IL-4 pode ser
obtida a partir de qualquer fonte. Essas fontes s3o bem conhe-
cidas pelos especialistas na matéria. Mais preferencialmente,
a IL-4 & produzida pelo método recombinante.

A presente invencdo proporciona também um método para o
tratamento de tumores, o qual consiste em administrar uma com-
posicdo que contem FNT e IL-4 a um animal que tenha um tumor,
numa quantidade que seja eficaz para tratar esse tumor.

Por outro lado a presente invencdo proporciona uma compo-
sicdo que contém FNT, IL-4 e IFN-¥ . Quando se administra uma
composi¢do da presente invenc3o a um animal que tenha um tumor
consegue-se uma diminui¢do do crescimento desse tumor e simul-

2

taneamente essa composigdo & selectivamente citotéxica para as

células tumorais.

Outros objectivos, aspectos e vantagens da presente in-
vencdo tornar-se-do evidentes através da leitura da descricdo
pormenorizada dos aspectos preferenciais que se segue, tomando

como referéncia os desenhos, resumidamente descritos a seguir.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 demonstra o efeito de diferentes concentracdes
de FNT e de IL-4 (100 ng/ml) sobre a viabilidade das células

de uma linha de cé&lulas de um tumor da mama de seres humanos



(MDA-MB-330).

A Figura 2 demonstra o efeito de diferentes concentracfes
de FNT e de IL-4 (100 ng/ml) sobre a viabilidade das células
de uma linha de células de carcinoma epitelial dos seres huma-
nos (A-431; painel superior) e de uma linha de células de lin-
foma histiocitico dos seres humanos (U-937; painel inferior).

A Figura 3 demonstra o efeito de diferentes concentracdes
da IL-4 sobre a citotoxicidade dependente do FNT na presenca
de linhas de células A-431 (painel superior) e MDA-MB-330
(painel inferior).

A Figura 4 demonstra a comparacdo do efeito da IL-4 e do
IFN-¥ sobre a citotoxicidade dependente do FNT na presenca de
células MDA-MB-330.

A Figura 5 demonstra a comparacdo entre o efeito da IL-4
sobre a citotoxicidade dependente do FNT e de Lt na presenca

de células MDA-MB-330.

DESCRIGAO PORMENORIZADA DA INVENGAOQ

A presente invencdo proporciona um método para melhorar a
actividade anti-proliferante do FNT em células tumorais me-
diante administracdo de IL-4 a essas células tumorais em con-
corréncia como FNT. A IL-4 potencia os efeitos citotéxicos do
FNT na presenca de uma diversidade de células tumorais in-
cluindo, mas sem que isso constitua qualquer limitagdo, as cé-

lulas tumorais da mama (MDA-MD-330), as células do carcinoma
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vulvar (A431) e as células de linfoma histiocitico (U-937).
Este efeito sinérgico depende da dose de FNT e de IL-4.A IL-4
Isoladamerte possui um efeito minimo sobre essas linhas de células
quando administrada de per se. Na realidade, em algumas lin-
has de células, a IL-4 exibiu uma actividade proliferante sig-
nificativa quando administrada isoladamente. 0 aumento da ci-
totoxicidade do FNT originado pela IL-4 & comparédvel ao que
foi anteriormente assinalado para o interferdo gama (IFN-U ).

A presente invengdo proporciona uma composicdo sinérgica
que contém uma citocina derivada das células T, Interleucina-4
e FNT. Esta composigdo possui sobre as células tumorais um
efeito citotbxico superior ao do FNT quando administrado iso-
ladamente. De acordo com um dos seus aspectos a presente in-
vencdo proporciona uma composicdo que contem FNT e IL-4 subs-
tancialmente purificados. Estas citocinas podem ser obtidas a
partir de qualquer fonte, incluindo as proteinas de origem na-
tural ou as que s3o produzidas pelo método recombinante. De
acordo com outro dos seus aspectos a presente invenc¢do propor-
ciona uma composicdo que contem FNT, IL-4 e interferdo-gama
(IFN-X ) substancialmente purificados. Ainda de acordo com ou-
tro dos seus aspectos a presente invencdo proporciona a utili-
zacdo dessa composicdo para inibir o crescimento de células
tumorais. Finalmente e ainda de acordo com outro dos seus as-
pectos a presente invengdo proporciona a utilizacdo de compo-
sicOes para aniquilar células tumorais.

0 termo "individuo" significa qualquer animal, de prefe-
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réncia um mamifero e mais preferencialmente um roedor, um ga-
to, um cdo, um bovino ou um ser humano.

A designacdo "Factor de Necrose Tumoral"™ aqui utilizada
refere-se a um polipéptido diferente da linfotoxina suscepti-
vel de desenvolver uma actividade citotdéxica preferencial e o
qual possui uma regido que exibe a homologia entre os aminoég-
cidos funcionais e a sequéncia de aminodcidos do factor de ne-
crose tumoral maduro, com um seu fragmento ou com um derivado
desse polipéptido ou fragmento. Existe uma descricdo pormeno-
rizada do factor de necrose tumoral Gtil para a pratica da
presente inven¢do, publicada na patente de invengido norte-
-americana n%4 650 674, aqui incorporada como referéncia.

A actividade citotdxica preferencial & definida como a
destruicdo ou a inibi¢do do crescimento preferenciais de célu-
las tumorais comparativamente com o que sucede em células nor-
mais nas mesmas condi¢Bes. A actividade citotdxica preferen-
cial & detectada pelo efeito do polipéptido sobre as células

tumorais in vivo ou in vitro comparativamente com aquilo que

sucede em células ou tecidos normais.A lise celular constitui geralmen-
te indicios de diagnéstico in vitro, ao passo que a necrose tu-
moral & determinada em experiéncias efectuadas in vivo. Toda-
via, a actividade citotdxica pode ser manifestada sob a forma
de citostase ou de actividade anti-proliferante. 0s sistemas
de ensaio adequados sdo bem conhecidos. Por exemplo, o ensaio

citolitico utilizado para se determinar a actividade especifi-

ca do factor de necrose tumoral adiante descrito é aceitavel,
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sendo também aceitdvel o ensaio descrito por B. Aggarwal et
al., in " Thymic Hormones and Lymphokines", ed. A. Goldstein,

Spring Symposion on Health Sciences, George Washinton Univer-

sity Medical Center, 1983 ( a linha de células A549 referida
na literatura indicada estd disponivel na ATCC com a referén-
cia CCL185).

A actividade especifica do FNT & consideravel em termos
de lise das células alvo comparativamente com a citostase. A
unidade de factor de necrose tumoral & definida como sendo a
quantidade necessdria para efectuar a lise de 50% das células
alvo. Contudo, isto ndo significa que se excluam outros en-
saios para a medi¢do de actividade especifica, por exemplo, oS
métodos com base no ritmo de crescimento das células alvo.

0 factor de necrose tumoral nativo proveniente de fontes
bioldgicas normais possui um peso molecular calculado corres-
pondente a aproximadamente 17 000, determinado por electrofo-
rese em dodecilsulfato de s6dio/gel de poliacrilamida (SDS-PA-
GE), possui um ponto isoeléctrico de aproximadamente 5,3 e uma
susceptibilidade a hidrdélise pela tripsina em sitios malti-
plos. 0 factor de necrose tumoral nativo foi purificado por
HPLC de fase inversa.

De uma forma geral, um polipéptido definido como factor
de necrose tumoral contera regifes substancialmente homdlogas
da proteina do factor de necrose tumoral descrita na patente
de invencdo norte-americana n® 4 650 674, ou seus fragmentos,

ao longo de um bloco continuo constituido por cerca de 20 a

"
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100 residuos aminodcidos, em particular os blocos que abrangem
0s residuos 35-66 e 110-133.

Un factor bastante significativo para se estabelecer a
indentidade de um polipéptido como factor de necrose tumoral &
a capacidade anti-sérica, susceptivel de neutralizar substan-
cialmente a actividade citolitica do factor de necrose tumo-
ral, para neutralizar também substancialmente a actividade ci-
tolitica do polipéptido em questdo. Todavia, deve notar-se que
a identidade imunoldégica e a identidade citotéxica nio s3o ne-
Cessariamente co-extensivos. Um anticorpo neutralizador para o
factor de necrose tumoral pode ndo se ligar a uma proteina
candidata, uma vez que esse anticorpo neutralizador pode ndo
ser dirigido para se ligar especificamente a um sitio num fac-
tor de necrose tumoral que seja critico para a sua actividade
citotdxica. Em vez disso, o anticorpo pode ligar-se a uma re-
gido inbcua e exercer o seu efeito neutralizador por obstrucdo
espacial. Em consequéncia, uma protefna candidata mutada nesta
regido inbdcua pode j& ndo se ligar ao anticorpo neutralizador
mas serd ainda assim factor de necrose tumoral em termos de
homologia substancial e actividade bioldgica.

E importante observar que caracteristicas tais como o pe-
so molecular, o ponto isoeléctrico e semelhantes para o factor
de necrose tumoral humano maduro de tipo nativo ou de tipo
selvagem obtido a partir de culturas de linfécitos periféricos
ou de linhas de células estabelecidas, sd3o descritivas apenas

para as espécies nativas do factor de necrose tumoral. 0 fac-
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tor de necrose tumoral, tal como enquadrado pela definicdo an-
terior, englobard outras espécies que nio exibirio eventual-
mente todas as caracteristicas do factor de necrose tumoral
nativo. Embora o factor de necrose tumoral aqui definido en-
globe o factor de necrose tumoral nativo, outros polipéptidos
citotdxicos afins consideram-se englobados no ambito da defi-
nicdo. Por exemplo, os derivados de FNT, tais como os mutantes
por insercdo, os mutantes por supressio ou as proteinas de fu-
sdo, fardo com que o factor de necrose tumoral apresente um
peso molecular fora dos limites estabelecidos para o factor de
necrose tumoral humano nativo ( as proteinas de fusio com fac-
tor de necrose tumoral maduro ou com o proéprio pré-FNT e tam-
bém os mutantes por insercio possuirdo-um peso molecular supe-
rior ao do factor de necrose tumoral maduro nativo, ao passo
que os mutantes por supressdo do factor de necrose tumoral ma-
duro nativo possuirdo um peso molecular inferior). De modo se-
melhante, o factor de necrose tumoral pode ser projectado e
concebido com o objectivo de reduzir ou eliminar a susceptibi-
lidade a hidr6lise pela tripsina ou por outras proteases. Fi-
nalmente, o processamento pds-traducional do pré-FNT humano em
linhas de células derivadas de mamiferos nio primatas pode
eventualmente produzir micro-heterogeneidade na regido amino-
-terminal, pelo que poderd suceder que a valina deixe de ser o
aminodcido terminal.

Deve notar-se que o termo "susceptivel” de actividade ci-
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totdxico ou necrose tumoral in vivo significa que a designacdo
“factor de necrose tumoral" abrange os polipéptidos que podem
ser convertidos, por exemplo, por hidrélise enzimdtica, a par-
tir de um estado inactivo andlogo ao de um zimogénio para pro-
porcionar um fragmento polipeptidico que exiba a desejada ac-
tividade bioldgica. Tipicamente, os precursores inactivos serao
proteinas de fusdo nas quais o factor de necrose tumoral madu-
ro estd ligado por uma ligac3o peptidica existente no seu ter-
minal carboxilo, a uma proteina humana ou a um correspondente
fragmento®. A sequéncia nesta ligacdo peptidica, ou préximo, &
seleccionada de modo a que seja susceptivel & hidrélise pro-
teolitica para libertar o factor de necrose tumoral, eventual-

mente in vivo, ou, como parte de um protocolo de preparacio,

in vitro. 0 factor de necrose tumoral assim originado exibir

a actividade citotbdxica necessaria de acordo com a definigdo.

Embora " factor de necrose tumoral" signifique vulgarmen-
te " factor de necrose tumoral humano", qualquer factor de ne-
crose tumoral proveniente de fontes tais como os murinos, sui-
nos, equinos ou bovinos estd englobado no &mbito da definicdo
de factor de necrose tumoral, na medida em que satisfaca os
critérios anteriormente descritos relativos a regides homdlo-
gas e a actividade citotdxica. 0 FNT n3o & especifico das es-
pécies, por exemplo, o FNT humano & activo em tumores de mur-
ganhos. Em consequéncia, o FNT de uma espécie pode ser utili-
zado na terapia de outra espécie.

0 factor de necrose tumoral engloba também formas multi-

méricas. Os derivados de factor de necrose tumoral consideram-
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-se englobados no &mbito da definic3o do "factor de necrose
tumoral™. As regiBes da molécula de necrose tumoral compreen-
didas entre os resfiduos 35 a 66 e 110 a 133 inclusivé demons-
tram uma homologia substancial (50%) com a linfotoxina. O0s
terminais carboxi hidréfobios (residuos 150 a 157 do factor de
necrose tumoral) das duas moléculas também sio significativa-
mente conservados. Uma vez que ambas as proteinas demonstram
actividade citotéxica ou necrose tumoral in vivo, admite-se
que essas regifes sejam importantes na actividade partilhada
da linfotoxina e do factor de necrose tumoral. Em consequén-
cia, na préatica da presente invencdo, & possivel substituir a
linfotoxina numa composicdo da presente invengdo, utilizando-a
em vez do FNT.
0 termo " Interleucina-4" ou "IL-4" aqui utilizado refer-
-se a um polipéptido originalmente descrito como um factor
produzido pelas células do timoma FEL-4 apés activacdo pelo
TPA, o qual induz a proliferacdo de células B dos murinos ac-
tivadas por doses submitogénicas de anti-Ig. A IL-4 também foi
designada por Factor de Crescimento das Células B (FCCB), Fac-
tor Estimulador das Células B (FEB-1), Factor II do Crescimen-
to das Células T (FCCT-II) e Factor-II de Crescimento das Cé-

lulas Mastdides (FCCM-II) (Howard et al., J.Exp. Med.., 155

(1982) 914-923; Yokota et al., Immunol. Rev. 102 (1988) 137).

A IL-4, produzida por uma diversidade de populacdes de linfé-
citos/células T, pode ser detectada por ensaios imunoldgicos

(ELISA) e através da andlise das manchas de Northern (Paliard

s
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et al., (1988)). Tipicamente & possivel determinar a activida-
de da IL-4 num bioensaio da actividade promotora do crescimen-
to das células T tal como o descrito por Spits et al. J. Immu-
nol. 139 (1987) 1142-1147. Contudo, os especialistas na maté-
ria conhecem outros métodos para ensaiar a actividade e para
identificar a IL-4. Por exemplo, realiza-se um bioensaio tipi-
co activando as células mononucleares do sangue periférico com
PHA durante 72 horas a temperatura de 37°C, lavando os PHA-
-blastos e colocando em placa 5 000 células/0,1 ml/cavidade
numa placa de 96 cavidades. As amostras de ensaio da IL-4 s3o
diluidas em série e incubadas com as células durante 72 horas
3 temperatura de 37°C. Adiciona-se as células timidina tricia-
da e determina-se a actividade de IL-4 medindo a incorporacdo
de timidina triciada nessas células. Define-se uma unidade de
IL-4 como sendo a quantidade de citocina que proporciona meta-
de da proliferacdo mdxima.

A purificacdo de IL-4 de ocorréncia natural a partir de
sobrenadantes de uma cultura contendo soro foi descrita por Le

et al., J. Biol. Chem., 263 (1988) 10817-10823. Resumidamente,

apds cromatografia de permuta catidnica em S-Sepharose, proce-
de-se & eluigdo das fracgBes que contém a IL-4 utilizando um
gradiente de NaCl varidvel entre 0 e 0,5M em HEPES 50 mM, pH
7,0, e a seguir efectua-se a filtracdo de gel em Sephadex
G-100. As fraccles contendo a IL-4 s3do ainda purificadas por
HPLC de fase inversa, utilizando um gradiente varidvel entre

20% e 70% (v/v) de acetonitrilo em &cido trifluoroacético a
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0,1% (v/v).

Estes procedimentos permitem a recuperacdo de aproximada-
mente 60% e uma purificacdo correspondente a 3 000 vezes (ac-
tividade especifica; 2,6 x 107 U/mg). A purificacdo da IL-4 a
partir de sobrenadantes de uma cultura isenta de soro exige
apenas um passo de cromatografia em CM-Sepharose permitindo
uma recuperacdo de 40% e uma purificacdo de 100 vezes (activi-
dade especifica: 3 x 1o/ U/mg).

Qualquer polipéptido que possua uma actividade de IL-4 e
que possua uma regido que demonstre possuir homologia entre os
aminodcidos funcionais e a sequéncia de aminodcidos da IL-4
madura, ou com um seu fragmento ou um derivado desse polipép-
tido ou desse fragmento, & Gtil na prética da presente inven-
cao.

A actividade especifica da IL-4 & notédvel em termos de
proliferacdo celular, pese embora o facto de a sua utilizacdo
na presente invencdo consistir na potenciac3o da citotoxicida-
de do FNT. Contudo, isto ndo significa a exclusdo de outros
ensaios para a medic¢do da actividade especifica, por exemplo,
os métodos que té&m como base outros efeitos biolégicos sobre
células alvo.

As propriedades fisico-quimicas da IL-4 foram descritas

por Yokota et al., Immunol. Rev., 102 (1988) 137 e Le et al.,

J.Biol. Chem., 263 (1988) 10817-10823. A IL-4 nativa prove-

niente de fontes biol6gicas normais possui um peso molecular

calculado compreendido aproximadamente entre 20 000 e 22 000

L
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Da, tal como determinado por filtracdo em gel, possui um ponto
isoeléctrico de aproximadamente 6,7 no caso de 0s grupos de
aclcar terem sido removidos e um ponto isoeléctrico de aproxi-
madamente 10,53 na presenca dos grupos aclicar e é susceptivel
d hidrélise pela tripsina e pela quimotripsina. A sequéncia da
proteina IL-4 possui 129 aminodcidos, o que origina um peso
molecular tebrico correspondente a 15 000 dalton. Este peso
molecular tedrico & proximo do valor dos pesos moleculares de-
terminados por SDS-PAGE correspondentes a 15 000, 18 000 e 19000

A discrepancia entre o peso molecular determinado por
filtracdo em gel e por SDS-PAGE & devida aos radicais dos hi-
dratos de carbono.

A IL-4 recombinante possui um peso molecular calculado de
aproximadamente 22 000 Da determinado por filtracio em gel e
de 15 000 determinado por SDS-PAGE, possui um ponto isoeléc-
trico de aproximadamente 10,53 e & susceptivel & hidrélise pe-
la tripsina e pela quimotripsina.

E estavel durante mais de 3 meses & temperatura de 4°¢,
¢ estavel durante mais de 1 més & temperatura ambiente e & es-
tavel durante aproximadamente 10 minutos 3 temperatura de 56°C.
A IL-4 & estavel num grande intervalo de valores de pH (2-10).
A IL-4 ndo é especifica das espécies, uma vez que a IL-4 de
origem humana actua sobre as células dos murinos, mas a IL-4
dos murinos & especifica da espécie.

0 grau de homologia da sequéncia dos aminodcidos que faz

com que um polipéptido seja considerado no admbito da definicdo

e e vy rHT
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da IL-4 aqui apresentada, variard consoante a homologia entre
a proteina candidata e a IL-4 estiver compreendida ou excluida
das regifes da IL-4 responsdveis pela actividade citotéxica. Os
dominios que” sdo criticos para a actividade citotdéxica devem
exibir um grau elevado de homologia no sentido de estarem
abrangidos no dmbito da definigdo, ao passo que as sequéncias
que ndo estdo envolvidas na manutencio da conformagdo da IL-4
ou ndo contribuem para efectuar a ligacdo ao receptor podem
exibir uma homologia comparativamente baixa. Além disso, os
dominios criticos podem ixibir actividade citolitica e mesmo
assim continuarem homblogos, de .acordo com a definic¢do aqui
apresentada, se os residuos que contém cadeias secundarias de
aminodcidos funcionalmente semelhantes forem substituidos. A
designacdo " funcionalmente semelhante " refere-se 3s caracte-
risticas dominantes das cadeias laterais tais como as caracte-
risticas bésica, neutra ou acida, ou ainda a presenca ou a au-
séncia de uma massa volumosa.

Um dos factores mais significativos para o estabelecimen-
to da identidade de um polipéptido identificando-o como IL-4
reside na capacidade do anti-soro, o qual é capaz de neutrali-
zar bastante bem a actividade biolégica da IL-4, para também
neutralizar substancialmente a actividade biolégica do poli-
péptido em quest3o. Contudo, deve notar-se que a identidade
imunolbgica e a identidade citotdéxica ndo sdo necessariamente
co-extensivas. 0 anticorpo neutralizador para a IL-4 pode ndo

se ligar a uma proteina candidata, uma vez que pode suceder



que o anticorpo neutralizador ndo esteja dirigido para se li-
gar especificamente a um sitio na IL-4 que seja critico para
a sua actividade biolégica. Em vez disso, o anticorpo pode li-
gar-se a uma regido indcua e exercer o seu efeito neutraliza-
dor por obstrucdo espacial. Em consequéncia, uma proteina can-
didata mutada nesta regido inécua pode j& n3o se ligar ao an-
ticorpo neutralizador, mas apesar disso continuari a ser uma
IL-4 em termos de homologia substancial e actividade biolbdgi-
ca.

E importante observar que as caracteristicas tais como o
peso molecular, o ponto isoeléctrico e semelhantes para a IL-4
madura de tipo nativo ou selvagem, obtida a partir de culturas
de linfdcitos periféricos ou de linhas de células estabeleci-
das, sdo descritivas apenas para as espécies nativas da IL-4.
A IL-4, contemplada pela definicdo anterior, inclui outras es-
pécies que ndo exibam todas as caracteristicas da IL-4 nativa.
Considerando que a IL-4 agora definida abrange a IL-4 nativa,
outros polipéptidos afins sdo também abrangidos pela defini-
¢do. Por exemplo, os derivados de IL-4 tais como os mutantes
por insercdo, os mutantes por supressdo ou as proteinas de fu-
sdo fazem com que a IL-4 esteja fora dos limites de peso mole-
cular estabelecidos para a IL-4 nativa (as proteinas de fusdo
com IL-4 madura e também os mutantes por insercdo possuirdo um
peso molecular superior ao da IL-4 madura nativa, ao passo que
0s mutantes por supressdo da IL-4 nativa possuirdo um peso mo-
lecular inferior). De modo semelhante, a IL-4 pode ser projec-

tada e concebida com o objectivo de se reduzir ou eliminar a
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susceptibilidade & hidrélise pela tripsina ou por outros pro-
teases. |

A composicdo da presente invencdo pode ser administrada
com qualquer um ou com todos os polipéptidos numa forma inac-
tiva que possa ser convertida, por exemplo, por hidrélise en-
zimatica, a partir de um estado inactivo an&logo ao de um zi-
mogénio, num fragmento polipéptidico que exiba a desejada ac-
tividade biolbgica. Tipicamente, os precursores inactivos se-
rdo proteinas de fusdo nas quais um ou mais dos produtos IL-4,
FNT e/ou IFN-Q seja ligado por uma ligacdo peptidica existen-
te no seu terminal carboxilo a uma proteina humana ou a um seu
fragmento ou, em alternativa, directa ou indirectamente a ou-
tro dos polipéptidos utilizéveis na prética da presente inven-
¢do. A sequéncia nesta ligacdo paptidica ou préximo dela & se-
leccionada de modo a ser susceptivel & hidrélise proteolitica
para libertar a IL-4, o factor de necrose tumoral e o IFN—K ,
eventualmente in vivo ou, como parte de um protocolo de prepa-
racdo _in vitro. A composicdo assim obtida exibird a activida-
de citotdxica necessdria de acordo com a definicdo.

Embora "IL-4" signifique vulgarmente IL-4 de origem huma-
na, a IL-4 proveniente de outras fontes tais como murinos,
suinos, equinos ou bovinos considera-se abrangida pela defini-
¢do de IL-4, na medida em que satisfaca as caracteristicas an-
teriormente descritas no que diz respeito a regides homélogas
e a actividade citotdxica.

As formas multiméricas da IL-4 também podem ser utiliza-
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das na prdtica da presente invencdo.

Os derivados de IL-4 consideram-se englobados no 4mbito
do termo "IL-4". Esses derivados englobam mutantes da sequén-
cia de aminodcidos, variantes de glicosilagdo e conjugados co-
valentes ou agregantes com outros radicais quimicos. 0s deri-
vados covalentes preparados por acoplamento de funcionalidades
a0S grupos que se encontram nas cadeias laterais de amino&ci-
dos da IL-4 ou nos terminais N ou C, recorrendo a métodos con-
hecidos na especialidade.

Tal como sucede com o FNT, os derivados de IL-4 mutante
abrangem as mutacBes da IL-4 pré-determinadas, isto &, especi-
ficas do sitio, ou seus fragmentos utilizéveis na pratica da
presente invencdo. A IL-4 mutante define-se como sendo um po-
lipéptido que de alguma forma & abrangido pela definicdo de
homologia para a IL-4 aqui apresentada, mas o qual possui uma
sequéncia de aminodcidos diferente da que corresponde a IL-4,
quer isso ocorra por supressio, por substitui¢do ou por inser-
¢do. As técnicas para realizar mutacdes de substituicdo em si-
tio pré-determinados no ADN que possui uma sequéncia conheci-
da, sdo bem conhecidas, por exemplo, a técnica da mutagénese
do iniciador M13,

A designacdo " factor de necrose tumoral ou IL-4 substan-
cialmente homogéneos " significa factor de necrose tumoral ou
IL-4 que estdo substancialmente isentos de outras proteinas
nativas em relagdo a fonte a partir da qual foi isolada a pro-

teina nativa. Significa isto que o factor de necrose tumoral

/ -
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e/ou a IL-4 homogéneos sdo praticamente isentos de proteinas
do plasma sanguineo, tais como a albumina, fibrinogénio, pro-
teases da serina, ¢(-globulinas, polipéptidos citotdxicos de
factor de necrose ndo tumoral, tais como as linfotoxinas ou 0s
interferdos, ou outras proteinas das células ou do organismo
que sirvam como origem de sintese do polipéptido, incluindo
células inteiras e fragmentos celulares em pequenas particu-
las. Todavia, os polipéptidos substancialmente puros podem
conter substdncias tais como os estabilizadores e os excipien-
tes adiante descritos, quantidades pré-determinadas de protef-
nas provenientes de células ou de organismos que serviram como
origem para a sintese, proteinas provenientes de outras fontes
polipeptidicas diferentes das células ou dos organismos origi-
nais, e ainda polipéptidos de sintese, tais como a poli-L-li-
sina. 0 factor de necrose tumoral ou a IL-4 recombinante que
se expressam em células hospedeiras alogénicas, por exemplo,
de tipo bacteriano, serdo evidentemente expressados completa-
mente isentos de proteinas de origem génica.

A IL-4 e o factor de necrose tumoral utilizados na préti-
ca da presente invencdo sdo sintetizados preferencialmente em
culturas de organismos recombinantes utilizando meios conheci-
dos pelos especialistas na matéria.

Prepara-se uma composig¢do de acordo com a presente inven-
¢cdo, adequada para administracdo, misturando o factor de ne-
crose tumoral e IL-4 tendo o grau de pureza desejado, com vei-

culos fisiologicamente aceitéveis, isto &, veiculos que nd3o
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sejam toéxicos para os pacientes nas dosagens e nas concentra-
¢O0es utilizadas. Normalmente realiza-se este objectivo combi-
nando a composicdo de IL-4 e de FNT da presente invencdo com
tampdes, anti-oxidantes, tais como o &cido ascérbico, polipép-
tidos de baixo peso molecular (com menos de 10 residuos apro-
ximadamente), proteinas, amino&cidos, hidratos de carbono in-
cluindo a glucose ou as dextrinas, agentes quelantes, tais co-
mo EDTA e outros estabilizadores e excipientes. 0 veiculo deve
ser formulado de modo a estabilizar a composicdo. A composicdo
destinada a ser utilizada para administracio terapéutica deve
ser estéril. Isto realiza-se facilmente por filtracdo através
de membranas filtrantes estéreis. A composigdo serd normalmen-
te armazenada sob uma forma liofilizada.

Além disso, uma vez que o0s interferdos actuam sinergica-
mente com a IL-4 e com o factor de necrose tumoral, combina-
-se vantajosamente qualquer dos interferdos alfa, beta ou gama
com composigBes de IL-4/ factor de necrose tumoral ou com com-
posi¢Bes que contenham IL-4/factor de necrose tumoral e ainda
linfotoxina. 0 FNT possui uma actividade especifica de aproxi-

madamente 100 U/mg. A actividade especifica da IL-4 e do IFN-

-¥ & de aproximadamente 10 U/mg. Uma formulacdo tipica contem

IL-4 e/ou IFN e factor de necrose tumoral e/ou linfotoxina nu-
ma relacdo para uma actividade unitaria, compreendida aproxi-
madamente entre 0,1:1 e 200:1, normalmente entre 10 e 1, e po-
de conter linfotoxina em vez de conter uma parte ou todo o

factor de necrose tumoral. Como & evidente essas proporc¢des
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estdo sujeitas a modificacBes conforme determinado pela expe-
riéncia terapéutica.

As composicBes de IL-4/FNT sdo administradas aos animais
que tenham tumores. A via de administracdo est4 de acordo com
os métodos conhecidos, por exemplo, as vias intravenosa, in-
traperitoneal, intramuscular, perfusdo intralesional ou injec-
¢do de solugBes estéreis de IL-4/FNT, ou ainda através de sis-
temas de libertacdo controlada, conforme se descreve adiante.
As composi¢les de IL-4/FNT podem ser administradas intralesio-
nalmente, isto &, por injeccdo directa nos préprios tumores
s6lidos. No caso de tumores disseminados, tais como a leucé-
mia, a administracdo far-se-a preferencialmente por via intra-
venosa ou através do sistema linfadtico. Os tumores dos orgdos
abdominais, tais como o cancro dos ovarios, s3o tratados van-
tajosamente por perfusdo intraperitoneal utilizando equipamen-
to de didlise peritoneal e solugBes compativeis sob o ponto de
vista peritoneal. Contudo, as composicdes de IL-4/FNT sdo nor-
malmente administradas de forma continua por myﬂsau' embora se-
jam aceitaveis as injec¢Bes em ampélas.

A composigdo de IL-4/FNT & administrada desejavelmente a
partir de um dispositivo implantével de libertac3o controlada.
Como exemplos de sistemas adequados para proteinas que tém o
peso molecular dos dimeros ou trimeros do factor de necrose
tumoral refere-se os copolimeros de 4cidos L-glutimico e do

etil-L-glutamato gama (U. Sidman et al., Biopolymers, 22 (n

(1983) 547-556), poli-(2-hidroxi-etil-metacrilato) (R. Langer
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et al., J. Biomed. Matter. Res. 15 (1981) 167-277 e R. Langer

Chem. Tech. 12 (1982) 98-105) ou vinil-acetato de etileno (R.

3

Langer et al. id). Este dispositivo é implantado cirurgicamen-
te nos sitios de onde devem ser excisados os tumores. Em al-
ternativa, a composicdo de IL-4/FNT & encapsulada em microcép-
sulas semi-permedveis ou lipossomas para injecg¢do no interior
do tumor. Este modo de administracdo & particularmente Gtil no
caso dos tumores inexciséveis cirurgicamente, por exemplo, tu-
mores do cérebro.

0 método de tratamento das células tumorais, de acordo
com a presente invencdo, por administracdo de FNT e de IL-4 3
individuos que tenham tumores contempla simultaneamente a ad-
ministracdo concorrente e sequencial desses polipéptidos. Como
& do conhecimento dos especialistas na matéria, o efeito da
administracdo concorrente serd simulado pela administracdo ao
individuo de um qualquer desses polipéptidos seguindo-se a ad-
ministracdo subsequente do segundo polipéptido. A distribuicdo
temporal dessa administracdo sequencial & evidente para 0s es-
pecialistas na matéria e depende unicamente da velocidade de
degradagdo in vivo do primeiro polipéptido administrado.

A quantidade de composicdo de IL-4/FNT que & administrada
dependera, por exemplo, da via de administracio, do tumor em
questdo e do estado de salide do paciente. As injeccBes intralesionais
necessitardo de menos quantidade de IL-4/FNT, tomando como ba-
se a massa do corpo, do que a infus3o intravenosa, ainda que

alguns tipos de tumor, por exemplo, os tumores sélidos parecem
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ser mais resistentes ao factor de necrose tumoral do que ou-
tros, por exemplo, os de natureza leucémica. Em consequéncia,
serd necesséario que o terapeuta proceda & titulacdo da dosagem
e modifique a via de administracdo conforme for necessério pa-
ra se obter uma actividade citotdéxica éptima dirigida ao tumor
alvo, podendo isto ser determinado, - por exemplo, por bidpsia
do tumor ou por ensaios de diagndéstico para marcadores de can-
cro putativo, tais como o antigeno carcinoembridnico, tendo em
consideracdo qualquer toxicidade recombinante que venha a ser
encontrada para dosagens elevadas. De uma forma geral tem sido
verificado que as dosagens de factor de necrose tumoral em
murganhos (até cerca de 120 microgramas/kg de massa do corpo/
/dia por administracdo intravenosa) sdo substancialmente n3o
toxicas e eficazes in vivo. Verificou-se também que as dosa-
gens de IL-4 em murganhos (até cerca de 120 microgramas/Kg de
massa do corpo/dia por administrac3do intravenosa) s3o substan-
cialmente ndo tdéxicas e eficazes in vivo.

Admite-se que o factor de necrose tumoral ndo seja espe-
cifico das espécies no que diz respeito 3 sua actividade cito-
toxica pelo que os factores de necrose tumoral diferentes do
factor de necrose tumoral humano, por exemplo, proveniente de
fontes derivadas de bovinos ou de suinos, podem ser utilizados
na composicdo da presente invengdo em terapia de tumores huma-
nos. Contudo, & desejavel utilizar o factor de necrose tumoral
proveniente da espécie que se pretende tratar, com objectivo

de evitar a geracdo potencial de auto-anticorpos.
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Todas as citacBes relativas & literatura s3o expressamen-
te incorporadas como referéncia.

Acabada de descrever genericamente a presente invencido,
pode ter-se um conhecimento mais completo tomando como refe-
réncia exemplos especificos que se seguem. Esses exemplos tém
objectivos ilustrativos e n3o devem ser considerados como 1i-

mitativos, salvo quando especificado de outro modo.

EXEMPLO 1

’ Procedimentos para as Culturas Celulares

Todas as linhas de células foram estritamente mantidas em
culturas subconfluentes. As células foram distribuidas por
placas de Petri, a concentrac8es compreendidas entre 0,3 e 1,3

X 106

células/ placa de Petri de 25 mm em meio DMEM enriqueci-
do com glutamina (2 mM), penicilina (100 unidades/ml), estrep-
tomicina (100 pg/ml) e soro de bovino fetal (10%) numa incuba-
dora humidificadora sob uma atmosfera de ar contendo 5% de COZ‘
'\) EXEMPLO 2

Ensaios de Citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade distribuiu-se 5 x 103

células em 0,1 ml de meio, por placas Costar com 96 cavidades.

-~

Apbs incubagdo nocturna d temperatura de 37°C em atmosfera hu-

midificada de ar contendo 5% de COZ’ removeu-se 0 meio e pre-
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parou-se uma diluicdo em série da amostra de ensaio em 0,1 ml
de meio. Decorridas 72 horas de incubacdo & temperatura de 37°C
removeu-se 0 meio e procedeu-se d verificacdo das células vig-
veis por coloracdo violeta cristal, conforme descrito por Su-

garman et al., Science, 230 (1985) 943. Calculou-se a percen-

tagem de viabilidade celular relativa dividindo a densidade
optica na presenca da amostra de ensaio pelo valor da densida-
de optica na auséncia da amostra de ensaio (meio) e multipli-

cando por 100.

EXEMPLO 3

Ensaio Radiorreceptor

Os ensaios de ligacdo ao receptor foram efectuados con-

forme descrito por Aggarwal et al Nature, 318 (1985) 665. Re-
6

sumidamente, procedeu-se & incubacdo de 0,25 x 10° células em
tubos de polipropileno com as dimensdes de 12 x 75 mm contendo
0,2 ml de meio recente arrefecido com gelo (DMEM + 10% de FBS)

e contendo também 0,2 x 106 cpm de 125

I-FNT, tanto na presenca
(ligagdo ndo especifica) como na auséncia (ligacdo total) de
um excesso de 100 vezes de FNT ndo marcado. Decorridos 60 mi-
nutos de incubacio 3 temperatura de 4°C, removeu-se o meio,
lavou-se as células trés vezes por centrifugacdo e

determinou--se a radioactividade ligada &s células. Todas as

determina¢Bes foram feitas em triplicado.
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EXEMPLO 4

Reforco do Efeito Anti-proliferante do FNT

Proporcionado pela IL-4

Verificou-se que a interleucina-4 reforcava os efeitos
anti-proliferantes do FNT quando testada na presenca de tipos
diferentes de células tumorais. Utilizando concentracdes va-
ridveis de FNT isoladamente ou em associagdo com uma concen-
tracdo fixa de IL-4 (100 ng/ml) procedeu-se ao exame da sua
accdo sobre uma linha de células tumorais da mama MDA-MB 330.
Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 1.
Apbds incubacdo de 5 x 103 células em 0,1 ml de meio contendo a
quantidade indicada das citocinas durante 72 horas, determi-
nou-se a viabilidade das células conforme descrito no Exemplo
1. Todas as determinacBes foram feitas em triplicado.

0 FNT sozinho, mesmo em concentracBes da ordem de 10 000
U/ml, tem um efeito minimo sobre essas células. Todavia, quan-
do se adiciona a IL-4 a culturas com o FNT, o crescimento des-
sas células & inibido em conformidade com a dose. Conforme se
pode concluir da Figura 1, apenas se observou 10% de inibicdo
do desenvolvimento celular para a concentracdo de 10 OOO U/ml.
Todavia, ao adicionar-se também 100 ng/ml de IL-4, a inibicdo
do desenvolvimento das células tumorais aumentou até quase
60%. Também se observou a potenciacdo dos efeitos citotéxicos
do FNT devido a IL-4 com outros tipos de células, tais como as

células do carcinoma vulvar (A431) e as células do linfoma
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histiocitico (U-937). A Figura 2 demonstra o efeito de concen-
tragBes diferentes de FNT e de IL-4 (100 ng/ml) sobre a viabi-
lidade celular relativa (em percentagem) da linha de células
do carcinomahepitelial humano (A-431); painel superior) e da
linha de células do linfoma histiocitico humano (U-937; pai-
nel inferior). Efectuou-se a incubacdo de 0,5 x 103 células em
0,1 ml de meio contendo a quantidade indicada das citocinas
durante 72 horas e posteriormente determinou-se a viabilidade
das células conforme descrito no Exemplo 1.

A Figura 2 demonstra que & possivel observar um efeito
significativo da IL-4 sobre a modulacdo do crescimento das cé-
lulas A431 (painel superior) dependente do FNT, para concen-
tragdes da citocina da ordem de 0,01 U/ml.

0 reforgo dos efeitos citotbéxicos do FNT originado pela
IL-4 foi ainda mais pronunciado sobre as células U-937 (painel
inferior) para um valor superior da concentracdo (1000 U/ml).

Investigou-se também o efeito de concentracdes varidveis
de IL-4 sobre uma concentracdo fixa de FNT (1000 U/ml). Proce-
deu-se @ incubacdo de 5 x 103 células com as concentracBes in-
dicadas das citocinas em 0,1 ml de meio durante 72 horas e
posteriormente determinou-se a viabilidade das células confor-
me indicado no Exemplo 1. Todas as determinac¢8es foram efec-
tuadas em triplicado. A Figura 3 demonstra o efeito de concen-
tracBes varidveis de IL-4 sobre a citotoxicidade de 1000 uni-
dades/ml de FNT contra linhas de células A-431 (painel supe-

rior) e MDA-MB-330 (painel inferior). Apresenta-se também o
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efeito de uma dose Gnica de IL-4 (1 pg/ml). As células A-431
(painel superior) foram inibidas de um modo dependente da dose
na presenca simultaneamente de IL-4 e FNT. A IL-4 sozinha foi
ineficaz mesmo para uma concentracdo de 1 Fg/ml. Observou-se
uma resposta similar dependente da dose da IL-4 com células

tumorais da mama (painel inferior).

EXEMPLO 5

Comparacdo da Potenciacdo da Citotoxicidade

do FNT na Presenca de IL-4 e IFN-§

Demonstrou-se previamente que o interferéo—j{ aumenta
também os efeitos citotdéxicos do FNT contra uma grande varie-
dade de linhas de células tumorais ( patente de invencdo nor-

te-americana n® 4 650 674; Lee et al., J. Immunol. 133 (1984)

1003; Sugarman et al., Science, 230 (1985) 943; Aggarwal et

al., Nature, 318 (1985) 665; Vilcek et al., "Interaction Bet-

ween Tumor Necrosis Factor and Interferons" in The Biology of

%,

the Interferon System, Editado por H. Schellekenes e W.E. Ste-

wart, Amesterddo Elsevier Science Publishers, 1986 p. 249;

Fransen et al., Eur. J. Cancer Clin. Oncol., 22 (1988)

419-426; Campbell et al., J. Immunol., 141 (1988) 2325-2329;

Schiller et al., Cancer Res., 47 (1987) 2809-2813; Tsujimoto
et al., J. Immunol., 137 (1986) 2272-2276). Na Figura 4 compa-

ra-se 0 efeito da IL-4 e do IFN—b’ sobre a citotoxicidade de-

pendente do FNT contra células MDA-MB-330. Procedeu-se & incu-
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bacdo de 5 x 103 células em 0,1 ml de meio contendo concen-
tracdes diferentes de FNT e alternativamente IL-4 (100 ng/ml)
ou IFN-¥ (100 ng/ml) durante 72 horas e posteriormente de-
terminou-se a viabilidade das células conforme descrito no
Exemplo 1. Todas as determinagBes foram feitas em triplicado.
Com o objectivo de determinar se a IL-4 e 0 IFN—Z’ actuam
segundo mecanismos semelhantes para potenciar os efeitos cito-
toxicos do FNT comparou-se a potenciacdo da resposta anti-pro-
liferante do FNT na presenca de ILf4 e na presenca de interfe-
réo—?f . Os resultados apresentados na Figura 4 indicam que no
caso das células tumorais da mama tanto a IL-4 como o IFN-B’,
para valores iguais de concentracdo (100 ng/ml), aumentam de
forma similar os efeitos do FNT inibidores do crescimento. 0Ob-
servou-se uma inibicdo do desenvolvimento celular de aproxima-
damente 60 a 70%. Foram obtidos resultados similares com as

células A-431 e U-937 (Quadro 1).

Wy w



N,

—33— Py

QUADRO 1

Efeitos da Interleucina-4 e do Inferferdo Gama sobre os Efei-

tos Anti-proliferantes Dependentes do FNT contra Diversas Li-
1

nhas de Células de Tumores Humanos

Viabilidade Celular Relativa (Percentagem)

Citocina MDA-MB-330 B A-431 ) U-937
\) nenhuma 100 100 100
FNT 80 71 89
IL-4 103 86 104
IFN-g¢ 82 69 104
FNT+IFN-g 42 33 50
FNT+IL-4 51 45 64
IFN-g + IL-4 60 48 89
FNT+IFN-g+IL-4 38 20 41

3

1) Procedeu-se @ incubacdo de 5 x 10° células em 0,1 ml de

\’ meio contendo alternativamente FNT (200 ng/ml) ou IL-4
(100 ng/ml) ou IFN-U (160 ng/ml) ou uma associacdo de
citocinas, conforme indicado antes. No caso das células
A-431 a concentracdo de todas as citocinas foi idéhtica
excepto no caso do IFN-¥ (1 ng/ml). Decorridas 72 horas

de incubag¢do com as citocinas, determinou-se a viabilida-

de das células pelo processo da coloracdo com violeta de
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cristal, conforme indicado no Exemplo 1.

Admite-se que a IL-4 aumente ligeiramente os efeitos an-
ti-proliferantes do IFN-¥ , embora isso ndo ocorra com inten-
sidade idéntica & do FNT (Quadro 1). Adicionalmente
verificou-se que uma associacdo das trés citocinas demonstrou
maximizar a eficédcia. Por exemplo, ao efectuar-se um teste so-
bre células A431, observou-se apenas 30% de inibicdo do desen-
volvimento celular com o FNT, 55% quando se adicionou conjun-
tamente a IL-4 e o FNT e ainda 80% quando as trés citocinas
estiveram presentes numa associacdo, isto &, quando estiveram

presentes IFN-¥ , IL-4 e FNT (Quadro 1).

Estes resultados indicam que o mecanismo pelo qual o IFN- &

aumenta a resposta citotdxica do FNT & diferente do mecanismo
correspondente a IL-4. Com o objectivo de demonstrar melhor a
diferenca no mecanismo de potenciag¢do do FNT proporcionada pe-

la IL-4 e pelo IFN-J¥ , determinou-se o efeito das duas cito-

cinas sobre a inducdo do receptor do FNT. Sabe-se que o IFN-¥

induz o receptor para o FNT. Os resultados apresentados no Qua-
dro II indicam claramente que a pré-exposicdo das células
U-937 & IL-4 durante a noite ndo provoca um aumento da ligacdo
especifica de FNT, sugerindo que ndo h& nenhum aumento na sin-
tese de novos receptores. Em consequéncia, o mecanismo de po-

tenciacdo do FNT proporcionado pela IL-4 & diferente de meca-

nismo correspondente ao IFN-J .

s
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QUADRO II

Efeito da Interleucina-4 sobre a Ligacdo

do Factor de Necrose Tumoral 3s Células U.9371

Tratamento Ligacdo Ligac¢do ndo Ligag¢do
Total Especifica Especifica

(Unidades de contagem por minuto)

Nenhum 1271420 264+43 1007
Interleucina-4 1203+50 277+25 926

1) Efectuou-se o tratamento de células U-937 com IL-4 (1 pg/
/ml) durante 24 horas & temperatura de 37°C e depois
procedeu-se a lavagem com o meio. Incubaram-se 250 000
células a temperatura de 4°C durante 1 hora em 0,2 ml de

meio contendo 0,2 x 106 cpm de 125

I-FNT tanto na presen-
¢a como na auséncia de 100 nm de FNT ndo marcado. Depois
lavaram-se as células e determinou-se a radioactividade
ligada ds células conforme descrito no Exemplo 2. Todas
as determinacgBes foram efectuadas em triplicado.
A Tl-4 ao ser adicionada sozinha provocou a proliferacio
de algumas cé&lulas. Conforme se conclui no Quadro'III, a IL-4
aumentou o desenvolvimento da linha celular de tumor da mama
ZR-75-1 em quase 40% relativamente ao controlo. Também foram

observados efeitos proliferantes celulares em algumas das ou-

tras linhas de células mas em menor grau. 0 desenvolvimento
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das células A-431 foi ligeiramente inibido (Quadro II) pela
IL-4. Verificou-se que estes efeitos estimulantes do cresci-

mento proporcionados pela IL-4 dependem da dose.

QUADRO IITI

Modulacdo do Crescimento de Diversas Linhas de Células

de Tumores Humanos na Presenca da Interleucina-4 1

Tipos de Células Viabilidade Celular Relativa

(Percentagem)

ZR-75-1 (Tumor da Mama) 140
MDA-MB-4GS (Tumor da Mama) 130
HS-0S7ST (Tumor da Mama) 132
BT-20 (Tumor da Mama) 110
MCF-7 (Tumor da Mama) 125
A-375 (Melanoma) 120
MDA-MB-330 (Tumor da Mama) 110
A-431 (carcinoma Vulvar) 86
U-937 (Linfoma Histiocitico) 110

1) Procedeu-se a incubacdo de 5 X 103 células com Interleu-
cina-4 (1 fg/ml) durante 72 horas e depois determinou-se
a viabilidade celular relativa pelo método da coloragio
com violeta de cristal, de acordo com o Exemplo 1. Todas

as determinacBes foram efectuadas em triplicado.



EXEMPLO 6

Aumento do Efeito Anti-Proliferante

da Linfotoxina em Presenca de IL-4

A interleucina-4 aumentou os efeitos anti-proliferantes
da Linfotoxina (Lt) num teste contra células tumorais. 0 efei-
to anti-proliferante da LT (1000 U/ml) sozinha ou em associa-
cdo com a IL-4 (1 Fg/ml) foi comparado com o efeito do FNT
(1000 U/ml) sozinho ou em associacdo com a IL-4 (1 Fg/ml) numa
linha de células de um tumor da mama, MDA-MB-330. Apbs a incu-
bacdo de 5 x 103 células em 0,1 ml de meio contendo a quanti-
dade indicada de citocinas durante 72 horas, determinou-se a
viabilidade celular conforme descrito no Exemplo 1. Todas as
determinagBes foram efectuadas em triplicado. O0s resultados
estdo indicados na Figura 5.

0 FNT sozinho apresentou um efeito minimo sobre essas cé-
lulas, inibindo o desenvolvimento celular apenas 5%. A Lt so-
zinha apresentou um efeito ligeiramente proliferante sobre es-
sas células. A viabilidade celular na presenca da IL-4 sozinha
variou entre 95 e 98%. Contudo, quando se adicionou a IL-4 as
culturas com o FNT ou com a Lt, o desenvolvimento dessas célu-
las foi significativamente inibido. Conforme se conclui pela
Figura 5, a inibi¢3do do desenvolvimento das células tumorais
aumentou em quase 60% na presenca da IL-4 e do FNT e aumentou
40% na presenca da IL-4 e da Lt.

0 mecanismo segundo o qual o IFN-U potencia a resposta
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do FNT ndo & conhecido. Sabe-se que a melhoria da regulacdo
dos efeitos citotdéxicos do FNT na presenca do INF-¥ acompanha
a melhoria de regulacdo dos receptores do FNT (Aggarwal et

al., Nature, 318 (1985) 665; Vilcek et al., The Biology of the

Interferon System, (1986) 249). Todavia, os estudos da Reque-

rente demonstram que a IL-4 ndo melhora a regulagdo dos recep-
tores do FNT nas células que afecta. Apesar de estas observa-
¢Ges implicarem que o mecanismo de melhoria da resposta do FNT
induzida pela IL-4 seja diferente do correspondente mecanismo
do FNT-U ,» verificou-se que a melhoria de regulacdo dos re-
ceptores do FNT por acc¢do do IFN—X ndo & suficiente mesmo pa-
ra as suas respostas citotdxicas sinérgicas (Tsujimoto et al.,

J. Immunol., 137 (1986) 2272-2276; Aggarwal et al., J. Biol.

Chem., 262 (1987) 10000-10007). As observacdes da Requerente
indicam também que o IFN-§ potencia a resposta do FNT e da
IL-4 conjuntamente. Em consequéncia, é possivel que esses dois
agentes realizem as suas fungBes através de mecanismos inde-
pendentes. Sabe-se também que a Interleucina-1 aumenta os

efeitos citotéxicos do FNT (Ruggiero e Baglioni, J. Immunol.,

138 (1987) 0661-0663; Holtmann e Wallach, J.Immunol.,139

(1987) 1161-1167). Desta forma, o mecanismo segundo o qual a
IL-4 potencia os efeitos do FNT também n3o & bem conhecida.
Contrariamente ao que sucede no caso do IFN-¥ , verificou-se
que a IL-1 desregula os receptores para o FNT. Para além das
citocinas, existem outros agentes, tais como os inibidores da

sintese das proteinas e ainda o recurso a temperaturas eleva-
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das, que podem aumentar a citotoxicidade dependente do FNT

(Watanabe et al., Cancer Res., 48 (1988) 650-653; Niitsu et

al., Cancer Res.,48 (1988) 654-657). Estudos efectuados com

inibidores da sintese das proteinas permitem inferir que o FNT
induz a sintese de algumas proteinas que protegem as células

contra o efeito citotéxico do FNT (Himeno et al., Cancer Res.,

50 (1990) 4941-4945; Watanabe et al., Immunopharmacol. Immuno-

toxicol., 10 (1988) 479-499).Sabe-se que tanto o factor de
crescimento epidérmico como o factor de crescimento transfor-
mante inibem os efeitos anti-proliferantes d FNT (Sugarman et

al., Cancer Res., 47 (1987) 700-786) na presenca de diversos

tipos de células. Sabe-se que esses factores do crescimento
sdo produzidos por vérias células tumorais. Em consequéncia, é
possivel que a IL-4 desempenhe as suas func¢Bes inibindo a sin-
tese desses factores de crescimento. Também & possivel que a
IL-4 desempenhe as suas funcdes desregulando a expressdo dos
oncogenes c-fos e c-myc, conhecidos como implicados na proli-
feracdo celular.

Os ADNc para os receptores de FNT, IFN-& e IL-4 foram

clonados recentemente (Idzerda et al., J. Exp. Med., 171

(1990) 861-873; Schall et al., Cell, §l (1990) 361-370; Loets-
cher et al., Cell, 61 (1990) 351-359; Smith et al., Science,
gﬁg (1990) 1019-1023; Auget et al., Cell, 5 (1988)

273-280).Todavia a estrutura destes receptores revelou que o
receptor por si s6 ndo é suficiente para a transducdo do si-

nal. Sabe-se que a IL-4 pode desmodular a producdo do FNT a
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partir de macréfagos (Essner et al., J. Immunol., 142 (1989)

3857; Hamilton, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86 (1989) 3803),

mas também se sabe que a IL-4 pode aumentar a citotoxicidade

mediada por macr6fagos )Somers e Erickson, Cell Immunol., 122

(1989) 178-187). Sabe-se que esta (ltima propriedade referida

€ devida principalmente ao FNT (Feinman et al., J. Immunol.,

138 (1987) 635:640). Por essa razdc ndo & evidente a forma pe-
la qual a inibic¢do da producdo de FNT estd associada ao refor-
Go da citotoxicidade dos macréfagos na presenca de IL-4. E
possivel que o reforco da citotoxicidade dos macréfagos rela-
tivamente as células tumorais na presenca de IL-4 seja mediada
pelos efeitos sinérgicos do FNT e da IL-4 conjuntamente, con-
forme aqui se descreve. Verificou-se que as células tumorais
produtoras de IL-4 exibem uma actividade anti-tumor in vivo
contra outros tumores (Tepper et al., Cell, 57 (1989)
503-512). Uma vez que a IL-4 s6 por si ndo produz directamente
nenhum efeito anti-proliferante em células tumorais em cultu-
ra, ndo se compreende o mecanismo pelo qual a IL-4 actua como
agente anti-tumor in vivo. E possivel que nesta situacdo a
IL-4 actue como um agente anti-tumor activando os macré6fagos
ao mesmo tempo que potencia também os efeitos anti-tumor do
FNT.

Qualquer especialista na matéria compreenderd facilmente
que a presente invengdo & particularmente bem adaptada no sen-
tido de proporcionar os objectivos e de consumar as finalida-

des e vantagens referidas, e ainda de permitir realizar outros
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aspectos inerentes. Os componentes, os métodos, os procedimen-
tos e as técnicas agora descritos sdo actualmente representa-
tivos dos aspectos preferenciais e té&m como objectivo ser
exemplificativos sem que constituam qualquer limitacdo ao &m-
bito da presente invencdo. Os especialistas na matéria facil-
mente encontrardo variantes e outras utilizacOes que se consi-
deram englobadas no espirito da presente invencdo e que se en-

contram definidas no contexto das reivindicagBes anexas.



REIVINDICAGCODOES

1.- Processo para a prepara¢ao de uma cbmposigéo
’ isenta de células'adequ&da ao tratamento de células tumorais, ca
racterizado pelo facto de se incorporar o factor de necrose de
tumor e intérleuquina—4 conjuntamente com agentas auxiliares de

formulacdo adequados.

2.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1, carac
terizado pelo facto de o referido factor de necrose de tumor ser

factor de necrose de tumor humano.



3.- Processo de acordo com a reivindicagao 1, carac
terizado pelo facto de a interleuquina-4 ser interleuquina-4 hu-

mana.

4.- Processo para a preparacao de uma composicdo
isenta de células adequada ao tratamento de céluias tumorais, ca
racterizado pelo facto de se incorporar o factor de necrose de
tumor, interleuquina-4 e interferio com agentes auxiliares de

formulagac apropriados.

5.- Processo para a preparacdo de uma composigdo
isenta de células adequada ao tratamento de células tumorais,
caracterizado pelo facto de se incorporar linfotoxina e

interleuquina-4 com agentes auxiliares de formulacio adequados.

6.- Processo de acordo com a.reivindicacdo 5, carac
terizado pelo facto de a referida interleuquina-4 ser

interleuquina-4 humana.

7.~ Processo para a preparacgac de uma composigdo
isenta de células adequada ao tratamento de células tumorais, ca
racterizado pelo facto de se incorporar linfotoxina, interleu-
quina-4 e interferdo com agentes auxiliares de formulagdo adequa

dos.
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8.- Metodo para o tratamento de células tumorais,
caracterizado pelo facto de se administrar cexca de 120 micro-
gramas/Kg do corpo/dia da composigdo preparada pelo processo
de acordo com as reivindicacdes anteriores, a um animal que so

fre de um tumor.
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R SUMO

(1]

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA CON-

TENDO O FACTOR DE NECROSE DE TUMOR E INTERLZIUQUINA-4"

A invengio raefere-se a um processo para a preparacgio
de uma composigdo farmacéutica que consiste ém.incorporar o
factor da necrose de tumor (FNT) e interleucina-4 (IL-4) com
agentes auxiliarss de formulégéo adequados. A composigdo assim
obtida inibe o desenvolvimento de células do cancro da mama em
seres humanos, de células do carcinoma vulvar em seres humanas
e de células de linfoma histiocitico em seres humanos, consoan
te a dose administrada. As caracteristicas de'desenvolvimento
das células dq cancro da mama em seres humanos sio minimamente
afectadas quando expostas apenas ao FNT ou apenas ao IL-4. Con
tude, a combinacgio desﬁas duas citoquinas inihe o desenvolvimen
to dessas celulas, consocantzs a dose. Além disso, o interferdc
gama (IFN-g) proporcicna uma melhor potenciacdo dos efeitos

antiproliferativos da composicdo de ENT e de IL-4. -
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