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(57) Resumo: METODOS PARA DETERMINAR UMA RESPOSTA
DE UM INDIVIDUO MAMIFERO QUE TEM CELULAS DE TUMOR DE
MELANOMA AO TRATAMENTO COM UM AGENTE INIBIDOR DE
MELANOMA, PARA AVALIAR A EFICACIA DE UM AGENTE
INIBIDOR DE MELANOMA PARA TRATAR MELANOMA EM UM
INDIVIDUO MAMIFERO QUE TEM MELANOMA, PARA
DETERMINAR SE UM PACIENTE DEVE CONTINUAR A RECEBER
TRATAMENTO COM UM AGENTE INIBIDOR DE MELANOMA E
PARA IDENTIFICAR AGENTE QUE TEM UTILIDADE NO
TRATAMENTO DE MELANOMA. A presente invencao refere-se a um
método para determinar uma resposta de um individuo mamifero que
tem células tumorais de melanoma ao tratamento com um agente
inibidor de melanoma. Em um aspecto, o método compreende (a)
determinar uma primeira concentracido de proteina de atividade
inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira amostra biolégica
tomada do individuo mamifero antes do tratamento com o agente
inibidor, de melanona; (c) comparar a primeira e a segunda
concentragGes de MIA medida na segunda amostra biclégica quando
comparada com a primeira concentracdo de MIA medida na primeira
amostra bioldgica indica uma resposta positiva ao tratamento com o
agente inibidor de melanoma.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODOS
PARA DETERMINAR UMA RESPOSTA DE UM INDIVIDUO MAMIFERO
QUE TEM CELULAS DE TUMOR DE MELANOMA AO TRATAMENTO
COM UM AGENTE INIBIDOR DE MELANOMA, PARA AVALIAR A EFICA-
CIA DE UM AGENTE INIBIDOR DE MELANOMA PARA TRATAR MELA-
NOMA EM UM INDIVIDUO MAMIFERO QUE TEM MELANOMA, PARA
DETERMINAR SE UM PACIENTE DEVE CONTINUAR A RECEBER TRA-
TAMENTO COM UM AGENTE INIBIDOR DE MELANOMA E PARA IDEN-
TIFICAR AGENTE QUE TEM UTILIDADE NO TRATAMENTO DE MELA-
NOMA".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao se relaciona ao uso de Proteina de Ativida-

de inibidora de Melanoma (MIA) como um indicador precoce para resposta
ao tratamento com um inibidor de célula de tumor de melanoma em indivi-
duos mamiferos que sofrem de melanoma.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

Taxas de incidéncia global para melanoma sao crescentes entre

homens e mulheres nos Estados Unidos (veja, por exemplo, Edwards B. K.
et al.,, J. Nat. Cancer Inst. 97: 1407-1427 (2005)). Desde 1981, a taxa de
aumento tem sido de cerca de 3% por ano. De acordo com as estimativas da
Sociedade de Cancer Americana, houve cerca de 59.580 novos casos de
melanoma nos U.S. Em 2005 e cerca de 7.700 pessoas morreram desta do-
enc¢a (American Cancer Society Cancer Facts and Figures 2005, Amer. Can-
cer Soc. 2005: 1-62). Tratamentos aprovados pelo FDA para melanoma me-
tastatico incluem os de dacarbazina, interferon-alfa e interleucina-2. Entre-
tanto, o progndstico de pacientes com doenga disseminada permanece po-
bre, com uma taxa de sobrevivéncia em 5 anos de 16% ou menos nos U.S..
Devido a limitada eficacia de tratamentos correntes, a necessidade por no-
vas terapias é particularmente forte. Novos tratamentos tal como agentes
antiangiogénicos, inibidores de Raf quinase e vacinas estdo atualmente sen-
do desenvolvidos e podem oferecer melhoras na sobrevivéncia de pacientes

com esta doenca (Mandara M. et al., Expert Rev. Anticancer Ther. 6: 121-130
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(2006)).

Dada a alta incidéncia de melanoma e a limitada eficacia de tra-
tamentos correntes, sdo necessarios um biomarcador de melanoma e ensaio
para um biomarcador de melanoma que pudessem servir como um indicador
precoce preciso para resposta terapéutica em um individuo mamifero para
medir a eficacia de agentes inibidores de melanoma candidatos.

SUMARIO DA INVENCAO
De acordo com o anterior, em um aspecto, um método é provido

para determinar uma resposta de um individuo mamifero que tem células
tumorais de melanoma ao tratamento com um agente inibidor de melanoma.
O método compreende: (a) determinar uma primeira concentragao de protei-
na de atividade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira amostra bio-
I6gica tomada do individuo mamifero antes do inicio do tratamento com um
agente inibidor de melanoma; (b) determinar uma segunda concentragao de
MIA em uma segunda amostra bioldgica do individuo mamifero apds o inicio
do tratamento com um agente inibidor de melanoma; (¢) comparar a primeira
e a segunda concentracdes de MIA, em que uma diminuicdo na segunda
concentragdo de MIA medida na segunda amostra bioldgica quando compa-
rada com a primeira concentragdao de MIA medida na primeira amostra biol6-
gica indica uma resposta positiva ao tratamento com o agente inibidor de
melanoma.

Em outro aspecto, a invengao prové um meétodo para avaliar a
eficacia de um agente inibidor de melanoma para tratar melanoma em um
individuo mamifero que tem melanoma. O método compreende (a) determi-
nar uma primeira concentracao de proteina de atividade inibidora de mela-
noma (MIA) em uma primeira amostra biolégica tomada do individuo mami-
fero antes do inicio do tratamento com um agente inibidor de melanoma; (b)
determinar uma segunda concentragao de MIA em uma segunda amostra
biolégica do individuo mamifero apés o inicio do tratamento com um agente
inibidor de melanoma; (c) comparar a primeira e a segunda concentragdes
de MIA, em que uma diminuigdo na segunda concentragdo de MIA medida

na segunda amostra biolégica quando comparada com a primeira concen-
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tracdo de MIA medida na primeira amostra bioldgica é indicativa da eficacia
do agente inibidor para tratar melanoma.

Em outro aspecto, a invengdo prové um método para determinar
se um paciente deve continuar a receber tratamento com um agente inibidor
de melanoma. O método compreende (a) determinar uma primeira concen-
tragao de proteina de atividade inibidora de melanoma (MIA) em uma primei-
ra amostra biolégica tomada de um individuo mamifero antes do inicio do
tratamento com um agente inibidor de melanoma; (b) determinar uma se-
gunda concentragado de MIA em uma segunda amostra biolégica do individuo
mamifero apés o inicio do tratamento com um agente inibidor de melanoma;
(c) comparar as ditas primeira e segunda concentragdes de MIA; (d) deter-
minar que o paciente deva continuar a ser tratado com o agente inibidor de
melanoma se a segunda concentragao de MIA estiver reduzida em pelo me-
nos 20% em comparagao com a primeira concentragao de MIA.

Ainda em outro aspecto, a invengao prové um método para iden-
tificar agentes que tém utilidade no tratamento de melanoma. O método
compreende (a) determinar uma primeira concentragao de proteina de ativi-
dade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira amostra tomada de uma
linhagem celular mamifera de melanoma cultivada antes de administrar o
agente a linhagem celular mamifera de melanoma; (b) determinar uma se-
gunda concentragdo de MIA em uma segunda amostra tomada da linhagem
celular mamifera de melanoma apds administrar o agente a linhagem celular
mamifera de melanoma; (c) comparar a primeira e a segunda concentragdes
de MIA; (d) determinar que o agente tenha utilidade no tratamento de mela-
noma se a segunda concentragdo de MIA estiver reduzida em pelo menos
20% em comparag¢ao com a primeira concentragdo de MIA.

BREVE DESCRICAQO DAS figuraS
Os aspectos antecedentes e muitas das vantagens anexas desta

invencao tornar-se-ao mais prontamente apreciadas conforme as mesmas
tornarem-se melhor entendidas por referéncia a seguinte descricao detalha-
da, quando tomada em conjunto com as ilustragbes acompanhantes, em

que:
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a figura 1A prové um alinhamento de sequéncia de aminoacidos
de proteina MIA isolada de varias espécies de mamiferos e ndo-mamiferos;

a figura 1B prové um alinhamento de sequéncia de aminoacidos
de proteina MIA isolada de primatas;

a figura 2 ilustra graficamente os resultados de um ensaio de
ELISA de MIA demonstrando que MIA é secretada nos meios de cultura de
linhagens celulares de melanoma, mas nao de linhagens celulares de carci-
noma de cdlon, como descrito no EXEMPLO 1;

a figura 3 ilustra graficamente os resultados de um ensaio ELISA
de MIA em camundongos nao-portadores de tumor naive (n=4) e camun-
dongos nude atimicos implantados com células de melanoma humano
A375M, que tém tumores de aproximadamente 250mm?® de volume (n=10),
como descrito no EXEMPLO 2;

a figura 4A ilustra graficamente que niveis plasmaticos de MIA
gem oral de CHIR-265 no modelo de camundongo com xenoenxerto de me-
lanoma humano A375M, como descrito no EXEMPLO 2;

a figura 4B ilustra graficamente que niveis plasmaticos de MIA
gem oral de CHIR-265 e Sorafenib no modelo de camundongo com xenoen-
xerto de melanoma humano MEXF 276, como descrito no EXEMPLO 2;

a figura 4C ilustra graficamente que niveis plasmaticos de MIA
gem oral de CHIR-265 e Sorafenib no modelo de camundongo com xenoen-
xerto de melanoma humano MEXF 1341, como descrito no EXEMPLO 2;

a figura 5A ilustra graficamente as alteragdes iniciais nos niveis
plasmaticos de MIA em resposta ao tratamento com CHIR-258 e CHIR-265
no modelo de camundongo com xenoenxerto de melanoma humano A375M,
como descrito no EXEMPLO 3;

a figura 5B mostra os volumes de tumor nos camundongos por-
tadores de tumor de melanoma humano A375M antes da dosagem (dia 0) e
nos dias 3, 8 e 13 apds tratamento com CHIR-258 e CHIR-265 em compara-
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¢ao com controles de veiculo, como descrito no EXEMPLO 3;

a figura 6A mostra os volumes de tumor nos camundongos por-
tadores de tumor de melanoma humano CHL-1 antes da dosagem (dia 0) e
nos dias 8 e 22 apods tratamento com CHIR-258 (de 30mg/kg e 80mg/kg) em
comparagao com controles de veiculo, como descrito no EXEMPLO 4;

a figura 6B ilustra graficamente as alteragdes iniciais em niveis
plasmaticos de MIA em resposta ao tratamento com CHIR-258 (de 30mg/kg
e 80mg/kg) no modelo de camundongo com xenoenxerto de melanoma hu-
mano CHL-1, como descrito no EXEMPLO 4.

DESCRICAQ DETALHADA DA MODALIDADE PREFERIDA
A menos que especificamente definido aqui, todos os termos

usados aqui tém o mesmo significado como se eles teriam para alguém ver-
sado na técnica da presente invengao. As seguintes definicdes sao providas
a fim de prover clareza em relagdo aos termos conforme eles forem usados
na especificagao e reivindicagdes para descrever a presente invengao.

Conforme aqui utilizado, o termo "resposta positiva ao tratamen-
to no individuo mamifero" se refere a uma reducéao de volume tumoral e/ou
inibicdo de crescimento tumoral apds tratamento com um agente inibidor de
melanoma.

Em um aspecto, é provido um método para determinar uma res-
posta de um individuo mamifero que tem células tumorais de melanoma ao
tratamento com um agente inibidor de melanoma. O método compreende:
(a) determinar uma primeira concentragdo de proteina de atividade inibidora
de melanoma (MIA) em uma primeira amostra biolégica tomada do individuo
mamifero antes do inicio do tratamento com um agente inibidor de melano-
ma; (b) determinar uma segunda concentragdo de MIA em uma segunda
amostra bioldgica do individuo mamifero tomada apds o inicio do tratamento
com o agente inibidor de melanoma; (c) comparar a primeira e a segunda
concentragbes de MIA, em que uma diminuigdo na segunda concentragéo
de MIA medida na segunda amostra biolégica quando comparada com a
primeira concentracao de MIA medida na primeira amostra bioldgica indica

uma resposta positiva ao tratamento com o agente inibidor de melanoma.
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Conforme aqui utilizado, o termo "atividade inibidora de melano-
ma ("MIA")" se refere a uma proteina soluvel de 12-kDa disponivel publica-
mente no banco de dados do GenBank sob o0 numero de acesso
NP_006524, codificado pelo cDNA listado sob o nimero de acesso do Gen-
Bank NM_006533 e homdlogos de mamiferos ou seus fragmentos compre-
endendo pelo menos dez residuos consecutivos da proteina MIA. Demons-
trou-se que MIA estd envolvida na soltura das células de melanoma da ma-
triz extracelular pela ligagdo as moléculas de fibronectina e laminina, preve-
nindo desse modo a interagdo célula-matriz (Brockez L. et al., Br. J. Derma-
tol. 143: 256-268 (2000)). MIA foi isolada originalmente do sobrenadante da
linhagem celular de melanoma HTZ-19 humana (Bogdahn U. et al., Cancer
Res. 49: 5358-5363 (1989)). Como mostrado na figura 1A, a proteina MIA
humana tem 131 aminoéacidos, em que os primeiros 24 aminoacidos com-
preendem uma sequéncia sinal que direciona a secre¢do de MIA no compar-
timento extracelular. A MIA humana secretada, madura tem 107 aminoaci-
dos.

Como mostrado adicionalmente na figura 1A, homdlogos de pro-
teina MIA foram identificados em varias espécies de mamiferos e nao-mami-
feros incluindo, por exemplo, rato (r), camundongo (m), chimpanzé (chimp),
macaco Rhesus (rh), cachorro (d), bovino (bov), hamster (ham) e baiacu (pf).
A sequéncia de aminoacidos de MIA humana é provida pelo nimero do
GenBank NP_006524; proteina MIA de camundongo é provida como nimero
do GenBank NP_062267; proteina MIA de rato é provida como numero do
GenBank NP_110479, proteina MIA de hamster é provida como niumero do
GenBank AAF76220, proteina MIA de vaca é provida como numero do Gen-
Bank NP_776361, proteina MIA de macaco Rhesus é provida como numero
do GenBank XP_001098600, proteina MIA de cachorro é provida como nu-
mero do GenBank XP_541610, proteina MIA de chimpanzé é provida como
numero do GenBank XP_512675 e proteina MIA de baiacu é provida como
numero do GenBank AAL26991, conforme acessado em 20 de julho de
2006, cada um dos quais esta incorporado como referéncia.

Em uma modalidade, proteinas MIA uteis na pratica da presente
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invengao possuem pelo menos 70% de identidade (por exemplo, pelo menos
80% de identidade, ou pelo menos 90% de identidade, pelo menos 95% de
identidade, pelo menos 99% de identidade) com a sequéncia de aminoaci-
dos da proteina MIA humana como provido pelo niumero do GenBank
NP_006524, mostrado na figura 1A, ou um fragmento deste compreendendo
pelo menos dez residuos consecutivos da proteina MIA.

O termo "percentual de identidade" ou "percentual idéntico"
quando usado junto com a proteina MIA é definido como a porcentagem de
residuos de aminoacidos em uma sequéncia proteica candidata que sao i-
dénticos a uma sequéncia proteica submetida, apds alinhamento das se-
quéncias candidata e submetida para obter a maxima identidade percentual.
Por exemplo, identidade de percentual entre duas sequéncias proteicas po-
de ser determinada por comparagao par a par das duas sequéncias usando
a interface bl2seq na website do Centro Nacional para Informagdao em Bio-
tecnologia (NCBI), Biblioteca Nacional dos U.S. de Medicina, 8600 Rockville
Pike, Bethesda, Md. 20894, USA. A interface bl2seq permite o alinhamento
de sequéncias usando a ferramenta BLAST descrita por Tatiana A., et al.,
“Blast 2 sequences - A New Tool for Comparing Protein and Nucleotide Se-
quences", FEMS Microbiol. Lett. 174: 247-250, 1999. Os seguintes parame-
tros de alinhamento sao usados: Matriz = BLOSUMG62; Penalidade por aber-
tura de GAP = 11; Penalidade para ampliagdo de GAP = 1; Interrupgao
X_queda = 50; Expectativa = 10,0; Tamanho da palavra = 3 e Filtro = desli-
gado.

A figura 1A prové um alinhamento de sequéncias de aminoaci-
dos de homdlogos de MIA exemplares. As identidades porcentuais para os
varios homélogos de MIA mostrados na figura 1A sdo providos abaixo na
TABELA 1. Como mostrado na figura 1B e na TABELA 1 a sequéncia de a-
minoacidos de MIA de primatas € altissimamente conservada, com seres

humanos e chimpanzés tendo uma sequéncia idéntica.
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MIA é uma proteina secretada e, portanto, ela pode ser detecta-
da em tecidos acessiveis, tal como fluidos biolégicos incluindo sangue (inclu-
indo plasma e soro), urina e amostras de tecido tal como amostras de biop-
sia de tumor de melanoma. Portanto, a presenga ou a concentragdo de MIA
medida antes e apés o tratamento pode ser usada para determinar uma res-
posta de individuo mamifero ao tratamento com um agente inibidor de mela-
noma, como descrito nos EXEMPLOS 1-2 e mostrado nas figuraS 2-4. Tam-
bém foi demonstrado que uma diminuigdo na concentragdo de MIA medida
apds o tratamento com um agente inibidor de melanoma candidato, quando
comparada a concentragdo de MIA antes do tratamento, serve como um in-
dicador preciso e precoce da eficacia do agente para tratar melanoma em
um individuo mamifero, como descrito nos EXEMPLOS 3-4 e mostrado nas
figuraS 4-5B.

De acordo com o método deste aspecto da invengdo, uma pri-
meira amostra bioldgica é tomada de um individuo mamifero antes do inicio
do tratamento com um agente inibidor de melanoma e uma segunda amostra
biolégica é tomada do individuo mamifero pelo menos uma vez apds o inicio
do tratamento com o agente inibidor de melanoma. Em algumas modalida-
des, amostras bioldgicas tratadas em plural do individuo (por exemplo, um
individuo em um ensaio pré-clinico) sdo tomadas em intervalos periédicos de
tempo apds o inicio do tratamento com o agente inibidor de melanoma ter
comegado.

Conforme aqui utilizado o termo "tratamento" se refere a admi-
nistragdo de um ou mais agentes inibidores de melanoma para o alivio dos
sintomas associados a melanoma, ou detengao de progressao adicional ou
piora desses sintomas, ou prevengao ou profilaxia de melanoma. Por exem-
plo, tratamento bem-sucedido pode incluir um alivio dos sintomas ou deten-
¢do da progressdo da doenga, como medido por uma redugéo na taxa de
crescimento de um tumor, uma detengdo no crescimento do tumor, uma re-
dugéo no tamanho de um tumor, remiténcia parcial ou completa do melano-
ma, ou taxa de sobrevivéncia aumentada ou beneficio clinico. O termo "inicio
do tratamento" se refere ao ponto de tempo de comeg¢o da administragao
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do(s) agente(s) inibidor(es) de melanoma.

Por exemplo, amostras biolégicas podem ser tomadas do indivi-
duo tratado diariamente apds o inicio do tratamento, ou em uma base peri6-
dica apés o inicio do tratamento com o agente inibidor de melanoma ter co-
mecgado por um periodo de pelo menos 3 dias até pelo menos 3 meses ou
mais longo. Em algumas modalidades, amostras biolégicas do individuo tra-
tado sdo tomadas antes do inicio do tratamento e pelo menos uma vez den-
tro de um periodo de 3 dias até 3 meses (tal como dentro de 1 semana, den-
tro de 2 semanas, dentro de 1 més, dentro de 2 meses, ou dentro de 3 me-
ses) apods o tratamento comecgar.

Regimes de tratamento para agentes inibidores de melanoma
como contemplado aqui sdo bem conhecidos por aqueles versados na técni-
ca. Por exemplo, sem limitagdo, um agente inibidor de melanoma pode ser
administrado a um paciente em necessidade deste diariamente por 7, 14, 21
ou 28 dias, seguido por 7 ou 14 dias sem administragdo do composto. Em
algumas modalidades, o ciclo de tratamento compreende administrar a
quantidade de um agente inibidor de melanoma diariamente por 7 dias, se-
guido por 7 dias sem administragdo do composto. Um ciclo de tratamento
pode ser repetido uma ou mais vezes para prover uma rota de tratamento.
Além disso, um agente inibidor de melanoma pode ser administrado uma
vez, duas vezes, trés vezes ou quatro vezes diariamente durante a fase de
administragdo do ciclo de tratamento. Em outras modalidades, os métodos
compreendem adicionalmente administrar a quantidade de um agente inibi-
dor de melanoma uma vez, duas vezes, trés vezes ou quatro vezes diaria-
mente ou dia sim, dia ndo durante uma rota de tratamento.

Em algumas modalidades, os regimes de tratamento incluem
adicionalmente administrar um agente inibidor de melanoma como parte de
um ciclo de tratamento. Um ciclo de tratamento inclui uma fase de adminis-
tracdo durante a qual um agente inibidor de melanoma é dado ao individuo
em uma base regular e um feriado, durante o qual o composto nao é admi-
nistrado. Por exemplo, o ciclo de tratamento pode compreender administrar

a quantidade de um agente inibidor de melanoma diariamente por 7, 14, 21
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ou 28 dias seguidos por 7 ou 14 dias sem administragdo do agente. Em al-
gumas modalidades, o ciclo de tratamento compreende administrar a quanti-
dade de um agente inibidor de melanoma diariamente por 7 dias, seguido
por 7 dias sem administragdo do agente. Um ciclo de tratamento pode ser
repetido uma ou mais vezes para prover uma rota de tratamento. Além disso,
um agente inibidor de melanoma pode ser administrado uma vez, duas ve-
zes, trés vezes ou quatro vezes diariamente durante a fase de administragao
do ciclo de tratamento. Em outras modalidades, os métodos compreendem
adicionalmente administrar a quantidade de um agente inibidor de melanoma
uma vez, duas vezes, trés vezes ou quatro vezes diariamente ou dia sim, dia
nao durante uma rota de tratamento. Uma rota de tratamento se refere a um
periodo de tempo durante o qual o individuo faz tratamento para cancer pe-
los presentes métodos. Assim, uma rota de tratamento pode prolongar-se
por um ou mais ciclos de tratamento ou referir-se ao periodo de tempo du-
rante o qual o individuo recebe doses diarias ou intermitentes de um agente
inibidor de melanoma.

Uma amostra biolégica pode ser uma amostra de tecido, ou uma
amostra de fluido do individuo mamifero, tal como uma amostra de sangue
ou urina, ou amostra clinica tal como uma amostra de bidépsia de melanoma.
Em algumas modalidades, a amostra biolégica € uma amostra de sangue. A
amostra de sangue pode ser qualquer tipo de amostra de sangue adequada
para mensurar a presenga de concentragao de proteina MIA. Por exemplo,
sangue total; plasma (por exemplo, separado por centrifugagéo); ou soro de
plasma (por exemplo, obtido por coagulagdo ou tubos separadores de soro)
pode ser usado na pratica do método da invengéo.

Os métodos da invengdo podem ser praticados em qualquer in-
dividuo mamifero que tém células de tumor de melanoma, tal como seres
humanos, macacos Rhesus, chimpanzés, camundongos, ratos, cachorros,
vacas, coelhos, porquinhos-da-india, hamsters, cabras, ovelhas ou cavalos.

A presenga ou a concentragao da proteina MIA em uma primeira
amostra biolégica tomada de um individuo mamifero pode ser determinada

usando qualquer ensaio capaz de detectar e/ou mensurar a quantidade de
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De acordo com o método deste aspecto da invengédo, uma dimi-
nuigdo em uma segunda concentragdo de MIA medida em uma segunda
amostra biolégica tomada de um individuo apés inicio do tratamento com O
agente inibidor de melanoma quando comparada com uma primeira concen-
tracdo de MIA medida em uma primeira amostra biolégica tomada de um
individuo antes do inicio do tratamento (ou em comparagdao a um nivel de
referéncia predeterminado), é indicativa de uma resposta positiva no indivi-
duo ao tratamento com o agente inibidor. Como mostrado nos EXEMPLOS 3
e 4, foi observada uma correlagdo entre uma diminuigdo estatisticamente
significativa na concentragdo de MIA em uma amostra bioldgica de um indi-
viduo mamifero apods tratamento com um agente inibidor de melanoma e
uma diminuigdo correspondente no peso de tumor de melanoma no indivi-
duo mamifero quando comparado a um individuo mamifero que tem células
tumorais de melanoma e que nao recebe tratamento com o agente inibidor.

Em algumas -modalidades do método, uma diminuigdo na concentra-
cdao de MIA em uma amostra biolégica tomada em um ponto de tempo pre-
coce apds tratamento com um agente inibidor de melanoma, tal como de 3
até 8 dias apds o tratamento ter comegado, € um indicador precoce (por e-
xemplo, preditivo) de uma redugéo no peso de tumor no individuo mamifero
tratado. Em algumas modalidades, a redugdo no peso de tumor é devido a
regressdo de volume de tumor quando comparado ao volume de tumor no
comegco do tratamento, indicando desse modo que o agente inibidor € citot6-
xico as células cancerosas de melanoma. Em outras modalidades, a redu-
¢do em peso de tumor é devido a inibigdo de crescimento de tumor quando
comparada a de um individuo mamifero controle que nao recebe o agente
inibidor de melanoma, indicando desse modo que o agente inibidor é citosta-
tico as células cancerosas de melanoma.

Em algumas modalidades, uma diminui¢do no nivel de MIA de
pelo menos 20% medida em uma amostra biolégica tomada do individuo
mamifero dentre de 3 meses apés o tratamento em comparagado com uma
amostra bioldgica tomada de um individuo ndo tratado indica uma resposta

positiva -ao agente inibidor de melanoma. Em algumas modalidades, uma
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diminuicdo no nivel de MIA de pelo menos 20% medida em uma amostra
biolégica tomada do individuo mamifero dentre 3 dias apds o tratamento em
comparagdo com uma amostra biolégica tomada de um individuo nao trata-
do indica uma resposta positiva ao agente inibidor de melanoma.

Os métodos deste aspecto da invengdo podem ser praticados
para determinar uma resposta de individuo mamifero ao tratamento com
qualquer agente inibidor de melanoma, tal como uma pequena molécula,
terapéutico proteico, anticorpo, molécula de acido nucleico. Conforme aqui
utilizado, um agente inibidor de melanoma é qualquer agente que causa ini-
bicdo de crescimento de células de melanoma, in vitro em células cultivadas
e/ou in vivo em um individuo mamifero. Exemplos de agentes inibidores de
melanoma Uteis na pratica da invengao incluem, mas nao estéo limitados a
CHIR-265, sorafenib, CHIR-258, Dacarbazina (DTIC, DTIC-Dome®), Temo-
zolomida (Temodar®), Carmusina (BCNU, BiCNU®), Lomustina (CeeNU®),
IL-2(Proleukin®) e Interferon alfa-2b (IntonA®).

Em uma modalidade, os métodos da invengdo sdo usados para
determinar uma resposta de um individuo mamifero que tem células tumo-
rais de melanoma ao tratamento com um agente inibidor de melanoma sele-
cionado do grupo que consiste em CHIR-265, sorafenib e CHIR-258, como
descrito em maiores detalhes nos EXEMPLOS 2-4.

CHIR-265, atuaimente conhecido como RFB-265, € o composto
{1-metil-5-[2-(5-trifluormetil-1H-imidazol-2-il)-piridin-4-iléxi]-1H-benzoimida-
zol-2-il}-(4-trifluormetil-fenil)-amina que tem a estrutura:

F
F—F
F
N
‘b N o\(:\HL >—+—F F
H_«ND/ l =N
H,C
CHIR-265 é um novo inibidor de Raf/VEGFR como descrito em
Venetsanakos E. et al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 2006: 47: Resumo

4854: Amiri P. et al.,, Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 2006: 47: Resumo
4855; e Stuart D. et. al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res. 2006: 47: Resumo

IZ_»

4856, todos os quais sdo incorporados por meio deste como referéncia.
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CHIR-258, atualmente conhecido com TKI258, é o composto 4-
amino-5-fltor-3-[5-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-benzimidazol-2-iljquinolin-2(1H)-
ona, como descrito na Patente U.S. N¢. 6.774.237. CHIR-258 é um inibidor
de RTK multidirecionado como descrito em Lopes de Menezes DE et al,
Clin. Cancer Res. 2005: 11: 5281-5291 e Lee SH et al., Clin. Cancer Res.
2005: 11: 3633-3641, todos os quais séo incorporados por meio deste como
referéncia. Sorafenib (também conhecido como "BAY 43-9006") é um inibidor
de Raf e de Receptor de Tirosina Quinase (RTK) como descrito em Wilhelm
S. M. et. al., Cancer Res. 64: 7099-7109 (2004), incorporada por meio deste
como referéncia.

Em uma modalidade, os métodos da invengdo sédo usados para
determinar uma resposta de um individuo mamifero que tem células tumo-
rais de melanoma com CHIR-265. De acordo com esta modalidade, foi ob-
servado que niveis de MIA diminuiram rapidamente em amostras biolégicas
obtidas de animais- portadores de tumor de melanoma dosados oralmente
com CHIR-265 a 100mg/kg dia sim, dia ndo. Como mostrado na figura 5A e
descrito no EXEMPLO 3, niveis de MIA (comegando em um nivel meédio de
27,8 ng/mL) diminuiram no dia 3 em animais tratados com CHIR-265
(100mg/kg) até um nivel médio de 10,4 ng/mL (uma redugéo de 62%) que foi
associado com regressdo tumoral de 29% como medido no dia 3 (veja a fi-
gura 5B).

Em outra modalidade, os métodos da invengao sdo usados para
determinar uma resposta de um individuo mamifero que tem células de tu-
mor de melanoma ao tratamento com CHIR-258. De acordo com esta moda-
lidade, foi observado que niveis de MIA diminuiram em amostras biolégicas
obtidas de animais portadores de tumor de melanoma dosados oralmente
com CHIR-258 a 60 mg/kg com 10 doses por um periodo de 13 dias. Como
mostrado na figura 4A, uma diminuigéo estatisticamente significativa em MIA
foi observada no dia 3 em animais tratados com CHIR-258 (60 mg/kg), a
qual foi associada com inibigdo de crescimento tumoral como medido no dia
8 (veja a figura 5B).

Em algumas modalidades, uma diminuigdo na concentragido de
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MIA em uma segunda amostra biolégica obtida de um individuo humano a-
pds tratamento, tal como soro sanguineo, em comparagdo com a concentra-
¢do de MIA em uma primeira amostra biolégica obtida do individuo humano
antes do tratamento é utilizada como um desfecho de eficacia precoce para
prever a eficacia de um agente inibidor de melanoma na redugéo de peso de
tumor em individuos inscritos em um ensaio clinico.

Os métodos da invengdo podem ser usados para determinar
uma resposta de um individuo mamifero ao tratamento com um agente inibi-
dor de melanoma administrado através de qualquer via adequada de admi-
nistracdo. O agente inibidor de melanoma pode ser administrado em uma
composigcédo farmacéutica. Métodos convencionais, conhecidos por aqueles
versados na técnica de medicina, podem ser usados para administrar a com-
posicao farmacéutica ao individuo mamifero através de vias convencionais
(por exemplo, vias oraj, subcutanea, intrapulmonar, transmucosal, intraperi-
toneal, intrauterina, sublingual, intratecal ou intramuscular) por métodos-
padrdo. Por exemplo, um agente inibidor de melanoma pode ser combinado
ou administrado com um carreador, veiculo ou diluente farmaceuticamente
aceitavel, o qual pode tomar uma ampla variedade de formas dependendo
da forma de preparacdo desejada para administragdo. Por exemplo, na pre-
paragdo das composi¢bes na forma de dosagem oral, quaisquer dos meios
farmacéuticos usuais podem ser empregados, tal como, por exemplo, agua,
glicdis, 6leos, alcodis e similares.

Os métodos da invencdo podem ser usados para determinar
uma quantidade eficaz de um agente inibidor de melanoma para administrar
a um individuo mamifero. Uma quantidade eficaz significa uma quantidade
ou dose geralmente suficiente para efetuar o beneficio terapéutico desejado
em individuos mamiferos fazendo tratamento. Quantidades ou doses efica-
zes de um agente inibidor de melanoma podem ser determinadas por meto-
dos de rotina tal como modelagem, estudos de escalagdo de dose ou ensai-
os clinicos e por levar em consideragdo os fatores de rotina, tal como o mo-
do ou via de administragdo ou distribuicdo de farmaco, a farmacocinética do

‘agente, a gravidade e a rota do melanoma, a terapia prévia ou em andamen-
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to do individuo, o estado de saude e a resposta a farmacos do individuo.
Uma dose exemplar esta na faixa de cerca de 0,001 até cerca de 200 mg
por kg de peso corporal do individuo por dia, de preferéncia cerca de 0,05
até 100 mg/kg/dia, ou cerca de 1 até 35 mg/kg/dia. Sendo, dosagens podem
ser administradas em uma base peridédica, tal como uma vez um dia sim, um
dia ndo (por exemplo, de 0,05 até 100 mg/kg um dia sim, um dia nao).

Em outro aspecto, a invengao prové um método para determinar
se um individuo mamifero deve continuar a receber tratamento com um a-
gente inibidor de melanoma. Os métodos deste aspecto da invengao com-
preendem (a) determinar uma primeira concentragdo de proteina de ativida-
de inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira amostra biolégica tomada
de um individuo mamifero antes do inicio do tratamento com um agente ini-
bidor de melanoma; (b) determinar uma segunda concentragdo de MIA em
uma segunda amostra bioldgica do individuo mamifero apds o inicio do tra-
tamento com o agente inibidor de melanoma; (c) comparar as ditas primeira
e segunda concentragdes de MIA; (d) determinar que o paciente deva conti-
nuar a ser tratado com o agente inibidor de melanoma se a segunda concen-
tragdo de MIA estiver reduzida em pelo menos 20% em comparagao com a
primeira concentragdo de MIA. Os métodos de acordo com este aspecto da
invengdo podem ser praticados usando qualquer agente inibidor de melano-
ma, incluindo aqueles descritos aqui. Em algumas modalidades, a segunda
amostra biol6gica é tomada do individuo antes do inicio do tratamento e pelo
menos uma vez dentro de um periodo de 3 dias até 3 meses (tal como den-
tro de 1 semana, dentro de 2 semanas, dentro de 1 més, dentro de 2 meses,
ou dentro de 3 meses) apds o tratamento comegar.

Em outro aspecto, a invengdo prové um método para avaliar a
eficacia de um agente inibidor de melanoma para tratar melanoma em um
individuo mamifero que tem melanoma. O método compreende (a) determi-
nar uma primeira concentragdo de proteina de atividade inibidora de mela-
noma (MIA) em uma primeira amostra biolégica tomada do individuo mami-
fero antes do inicio do tratamento com um agente inibidor de melanoma; (b)

determinar uma segunda concentragdo de MIA em uma segunda amostra
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biolégica do individuo mamifero tomada apds o inicio do tratamento com 0O
agente inibidor de melanoma; (c) comparar a primeira e a segunda concen-
tragbes de MIA, em que uma diminuicdo na segunda concentragéo de MIA
medida na segunda amostra biolégica quando comparada com a primeira
concentragcdo de MIA medida na primeira amostra biolégica é indicativa da
eficacia do agente inibidor para tratar melanoma.

Em algumas modalidades, o método deste aspecto da invengéo
compreende adicionalmente medir o volume de pelo menos um tumor de
melanoma no individuo mamifero antes do tratamento com o agente inibidor
e pelo menos uma vez apés a administragdo do agente inibidor e comparar
as médias de volume de tumor tomadas antes do inicio do tratamento e ap6s
o tratamento para determinar se o volume do tumor diminuiu. Em algumas
modalidades deste aspecto da invengdo, uma diminuigdo na concentragao
de soro de MIA em um tempo antes da detecgdo de uma diminuigdo mensu-
ravel no volume de tumor se correlaciona positivamente com a eficacia do
agente inibidor para o tratamento de melanoma. Por exemplo, como descrito
no EXEMPLO 3, foi observado em um modelo de camundongo com xenoen-
xerto de melanoma que tratamento com um agente inibidor de melanoma
CHIR-258 (60 mg/kg) resultou em uma diminuigéo estatisticamente significa-
tiva na concentragdo plasmatica de MIA no dia 3, que precedeu, e previu, a
deteccdo de uma redugdo estatisticamente significante em peso de tumor
quando comparada a de individuos tratados com veiculo observados no dia
8 (veja figura 5A e 5B). Além disso, o grau de redugéo de tumor resuitando
do tratamento com diferentes agentes inibidores de melanoma correlaciona-
dos aos niveis plasmaticos de MIA, por exemplo, tratamento com CHIR-265
(MIA abaixo do nivel de detecgdo de 3 ng/mL, >97% de inibicdo de cresci-
mento de tumor); tratamento com sorafenib (MIA 28,9 ng/mL, 69% de inibi-
¢ao de crescimento de tumor).

Volume de tumor em um individuo mamifero pode ser medido
usando qualquer método reconhecido na técnica. Por exemplo, medigdes
por compasso de calibre podem ser usadas para estimar volume de tumor

7 z

usando a férmula: (a x b%)x 0,5, onde "a" é o maior didmetro e "b" é o com-
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primento perpendicular ao diametro, como descrito no Exemplo 2. Outras
técnicas Uteis para detectar retragdo de tumor em individuos mamiferos, tal
como seres humanos incluem técnicas de visualizagdo tal como varredura
por tomografia computadorizada (CT), e ressondncia magnética (MRI). Re-
tragdo de tumor em conjunto com técnicas de visualizagdo é tipicamente a-
valiada usando os critérios dos Critérios de Avaliagdo de Resposta em Tu-
mores Soélidos (RECIST) como descrito em Jour. Natl. Cancer Instit. 92: 205-
216 (2000), incorporada aqui como referéncia. Outras técnicas podem ser
usadas para avaliar atividade metabélica de tumor in vivo incluindo tomogra-
fia por emissdo de pdésitron (PET), Fluordesoxiglicose (FDG-PET) e a sintese
de DNA pode ser avaliada usando Fluordesoxitimidina (FLT-PET). Para mo-
delos pré-clinicos, podem ser usadas técnicas adicionais que envolvem o
uso de células de tumor de melanoma geneticamente modificadas com ge-
nes marcadores tal como o gene da luciferase.

Os métodos da invengdao podem ser usados para avaliar a efica-
cia de um ou mais agentes inibidores de melanoma candidatos em um mo-
delo animal, tal como em um ensaio pré-clinico. Por exemplo, a pratica de
uma modalidade do método da invengédo é descrita usando um modelo de
tumor de xenoenxerto de melanoma humano no EXEMPLO 2 abaixo.

Ainda em um outro aspecto, a invengdo prové um método para
identificar agentes que tém utilidade no tratamento de melanoma. O método
compreende (a) determinar uma primeira concentragao de proteina de ativi-
dade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira amostra biolégica to-
mada de uma linhagem celular mamifera de melanoma cultivada antes de
administrar o agente a linhagem celular mamifera de melanoma; (b) deter-
minar uma segunda concentragcao de MIA em uma segunda amostra tomada
da linhagem celular mamifera de melanoma apd6s administrar o agente a li-
nhagem celular mamifera de melanoma; (c) comparar a primeira e a segun-
da concentragdes de MIA; (d) determinar que o agente tenha utilidade no
tratamento de melanoma se a segunda concentragdo de MIA estiver reduzi-
da em pelo menos 20% em comparagdo com a primeira concentragao de
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Os métodos deste aspecto da invengdo podem ser praticados
usando qualquer tipo de agente que é um agente inibidor de melanoma can-
didato para uso terapéutico no tratamento de um individuo mamifero que
sofre de melanoma. Por exemplo, o agente pode ser uma pequena molécu-
la, terapéutico proteico, anticorpo, molécula de acido nucleico. Em algumas
modalidades, os método séo praticados para identificar um ou mais agentes
de uma pluralidade de agentes, tal como uma biblioteca combinatéria de pe-
quenas moléculas. O agente pode ser administrado a célula mamifera de
melanoma cultivada de uma maneira adequada ao tipo de agente, usando
métodos bem conhecidos por aqueles versados na técnica. Em algumas
modalidades, os métodos podem ser praticados com um agente inibidor de
melanoma de controle positivo, tal como CHIR-265, sorafenib ou CHIR-258,
como descrito aqui. Os métodos podem ser praticados usando qualquer li-
nhagem celular mamifera de melanoma, tal como, por exemplo, uma linha-
gem celular mamifera de melanoma humano selecionada do grupo que con-
siste em G361, SKMEL-28, A375M e CHL-1, como descrito adicionalmente
no EXEMPLO 1. v

Embora a modalidade preferida da invengao tenha sido ilustrada
e descrita, sera apreciado que varias alteracdes podem ser feitas a esse res-
peito sem divergir do espirito e escopo da invengao.

EXEMPLO 1

Este Exemplo demonstra que MIA é expressa em e secretada de

linhagens celulares de melanoma humano e nao é expressa em linhagens

celulares de cancer colorretal humano.

Métodos:

Linhagens celulares: As linhagens celulares de melanoma hu-
mano, G361, SKMEL-28 e CHL-1; e linhagem celular de carcinoma de célon,
HCT-116, foram obtidas da Colegao de Cultura Tipo Americana (ATCC) (Ma-
nassas, VA). A linhagem celular de melanoma humano A375M e a linhagem
celular de carcinoma de célon humano HT-29P foram obtidas na Universida-
de do Texas, Centro de Cancer M. D. Anderson (Houston, TX).

- == -~ Cultura de células: As linhagens celulares G361, A375M e HT-
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29P foram cultivadas em meio 5A de McCoy; a linhagem celular SKMEL-28
foi mantida em Meio Essencial Minimo (MEM); a linhagem celular CHL-1 foi
crescida em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM); e a linhagem
celular HCT-116 foi cultivada em meio RPMI 1640. Todos os meios de cultu-
ra celular foram suplementados com 10% de soro bovino fetal, 2mM de L-
glutamina, 1 mM de piruvato de sédio, vitaminas de MEM 1X, aminoacidos
de MEM 1X e aminoacidos ndo essenciais de MEM 1X. Todas as linhagens
foram mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada com CO; a 5%.
Andlise por Western blot: Linhagens celulares de melanoma hu-
mano (A375M, G361, SKMEL-28 e CHL-1) e linhagens celulares de carci-
noma de cdélon humano (HT-29P e HCT-116) foram lavadas duas vezes em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, Mediatech, Inc., Herndon, VA)
e lisadas em tampao RIPA (50 mM Tris HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 2mM de ortovanadato de sédio, 20 mM de pirofosfato,
1% de Triton X-100; 1% de desoxicolato de sédio e 0,1% de SDS), contendo
1mM de fenilmetilsulfonilfluoreto fresco, comprimido de Minicoquetel de Ini-
bidor de Protease Completo (2 comprimidos/25 mL de tampao de lise) (Ro-
che Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) e Coquetel de Inibidor de
Fosfatase Il 1X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), por 20 minutos no gelo. Lisa-
dos foram coletados em tubos de centrifuga, centrifugados rapidamente a
14K RPM a 4°C por 20 minutos e filtrado através de tubos QIAshredder (Ql-
AGEN, Inc., Valencia, CA). Concentragbes proteicas foram determinadas
usando o ensaio BCA de acordo com o protocolo do fabricante (Pierce,
Rockford, IL). Amostras foram processadas para transferéncia de Western
por métodos padroes usando Novex® gel de Tris-Glicina a 18% (Invitrogen,
Carlsbad, CA). MIA foi detectada com um anticorpo policlonal de cabra (R&D
Systems, Minneapolis, MN), diluido 1:1000 em TBST (solugao salina tampo-
nada por Tris contendo 0,1% de Tween®20, Fisher Scientific, Hampton, NH)
contendo 5% de leite em p6 e incubado durante a noite a 4°C. O anticorpo
secundario foi um anticorpo anticabra ligado a peroxidase de rabano-
silvestre (Vector Laboratories, Burlingame, CA) diluido 1:5000. Bandas de
proteina foram visualizadas usando Quimioluminescéncia Acentuada (Amer-
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sham Bioscience, Piscataway, NJ). Carregamento e transferéncia equitativos
foram confirmados por detec¢édo de B-actina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Proteinas MIA recombinantes humanas (PM 12-kDa) de duas fontes comer-
ciais foram usadas como controle positivo (Axxora, LLC, San Diego, CA e
ProSpec-Tany TechnoGene, LTD, Rehovot, Israel).

Ensaio de ELISA de MIA: Numeros iguais de células de mela-
noma humano e de carcinoma colorretal (~250.000 células para cada linha-
gem celular) foram semeadas em placas de cultura de tecidos e o meio de
cultura para cada linhagem celular foi coletado 48h apds. Niveis de MIA em
meios de cultura ou plasma foram medidos por um kit de ELISA de etapa
unica comercial de acordo com o protocolo do fabricante (Roche Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN). Concentragcbes de MIA em amostras testes
foram calculadas usando uma curva-padréo na faixa de 3-37 ng/mL. Quando
a concentracdo de MIA excedia a concentragao-padrao mais alta, as amos-
tras eram diluidas 1:5 e avaliadas novamente para ter os resultados caindo
dentro da faixa de linearidade da curva-padrdao. Dados foram avaliados u-
sando o teste t de Student (distribuigdo bilateral, varidncia desigual de duas
amostras), usando P < 0,05 como o nivel de significancia.

Resultados: Niveis detectaveis de proteina MIA foram observa-
dos em um Western blot para todas as linhagens celulares de melanoma
humano testadas (A375M, G361, SKMEL-28 e CHL-1) e ndo em linhagens
celulares de carcinoma de coélon humano (HT-29P e HCT-116) (dados nao
mostrados). A proteina MIA observada nas linhagens celulares de melanoma
comigrou com a proteina MIA recombinante de controle positivo (PM 12kDa).
Carregamento e transferéncia equitativos em Western blot foram confirma-
dos por detecgdo de B-actina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

A figura 2 mostra os resultados do ensaio de ELISA medindo a
secregao de MIA nos meios de cultura das linhagens celulares de melanoma
e carcinoma de cdélon. Como mostrado na figura 2, a secre¢ao de MIA foi
detectada em linhagens celulares de melanoma A375M, G361, SKMEL-28 e
CHL-1, mas nao foi detectada nas linhagens celulares de carcinoma de cé6-
lon HT-29P ¢ HCT-116. A linha tracejada (---) indica o limite de detec¢ao do
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Esses resultados demonstram que MIA é expressa e secretada
por linhagens celulares de melanoma e nao por linhagens celulares de car-
cinoma de coélon.

EXEMPLO 2

Este Exemplo demonstra que MIA pode ser usada como um
marcador substituto para peso de tumor em camundongos portadores de
tumor de melanoma humano.

Métodos:

Modelos animais:

Um estudo de xenoenxerto de melanoma humano A375 foi efe-
tuado com camundongos nu/nu atimicos fémeas (8-12 semanas de idade)
adquiridos de Charles River Laboratories (Wilmington, MA). Aproximadamen-
te 2,5 x 10° células foram implantadas subcutaneamente (s.c.) na regidao dos
flancos traseiros dos camundongos. Amostras de plasma foram coletadas
quando os tumores atingiram um tamanho médio de 250 mm? (n=10) e esto-
cadas a -80°C antes da analise de MIA. A dosagem comegava tipicamente
quando os tumores atingiam um tamanho medio de 250 mm?>. Amostras de
plasma de camundongos (n=4) portadores de tumor (naive) tambem foram
coletadas para comparagdo, como mostrado na figura 3. Medi¢gbes de com-
passo de calibre foram realizadas duas vezes semanalmente para estimar o
volume do tumor usando a férmula: (a x b?)x 0,5, onde "a" é o maior diame-
tro e "b" é o comprimento perpendicular ao diametro.

Um estudo de xenoenxerto de explante de tumor de melanoma
humano MEXF 276 e um estudo de xenoenxerto de explante de tumor de
melanoma humano MEXF 1341 foram efetuados como se segue. As células
tumorais de melanoma humano MEXF 276 e as células de explante tumoral
de melanoma humano MEXF 1341 foram originalmente derivadas de espé-
cimes cirtrgicos isolados de diferentes pacientes com melanoma (obtidos de
Oncotest GmbH, Instituto para Oncologia Experimental, Frieburg, Alemanha)
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mentos (de 1-2 mm de didmetro) e colocadas em meio RPMI 1640 antes do
implante subcutdneo em camundongos nu/nu NMRI machos receptores (de
6-8 semanas de idade). A dosagem comegava tipicamente quando os tumo-
res atingiam um tamanho médio de 6-8 mm de didmetro. Animais foram .
mantidos sob condigcdes de sala limpa em jaulas de topo com filtro estéreis e
receberam comida para roedores estéril e agua ad libitum.

Agentes Terapéuticos: Compostos de molécula pequena CHIR-
265, sorafenib e CHIR-258 foram sintetizados por Chiron Corporation (E-
mervylle, CA). CHIR-265 e sorafenib foram formulados em tampao de
PEG400; CHIR-258 foi dissolvido em agua. CHIR-265 é um novo inibidor de

'Raf/VEGFR (veja Venetsanakos E. et al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res.

2006: 47: Resumo 4854; Amiri P. et al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res.
2006: 47: Resumo 4855; Stuart D. et. al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Res.
2006: 47: Resumo 4856). CHIR-258 é um inibidor de RTK multidirecionado
(veja Lopes de Menezes DE et al., Clin. Cancer Res. 2005: 11: 5281-5291;
Lee SH et al., Clin. Cancer Res. 2005: 11: 3633-3641). Sorafenib & um inibi-
dor de Raf e de Receptor de Tirosina Quinase (RTK) (veja Wilhelm S. M. et.
al., Cancer Res. 64: 7099-7109 (2004)).

Tratamento com agentes terapéuticos:

Em um primeiro experimento, camundongos portadores de tu-
mor de melanoma humana A375M (n=5) foram tornados aleatérios e dosa-
dos oralmente com CHIR-265 a 100 mg/kg (n=5) ou com veiculo (n=5) uma
vez dia sim, dia ndo. Animais portadores de tumor tratados apenas com
tampao PEG400 foram usados como controle de veiculo. A porcentagem da
inibicdo de crescimento de tumor (TGl) apds tratamento com farmaco foi cal-
culada como 100 x [1-(volume de tumor médiOyatado com famaco/Volume de tu-
mor médiOyatado com veiculo)]: Amostras de plasma foram coletadas 48 horas
apés a quarta dose (dia 10) para andlise de MIA por ELISA. Os resultados
dos ensaios de ELISA de MIA sdo mostrados na figura 4A.

Em um segundo experimento, camundongos portadores de tu-
mor de melanoma humano MEXF 276 foram tornados aleatérios e dosados
oralmente com CHIR-265 (100 ou 10 mg/kg) ou com sorafenib (100 mg/kg)
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n=4/grupo. O primeiro dia de dosagem foi designado como Dia 0. Como tal,
o plano de dosagem para CHIR-265 foi 10 mg/kg nos Dias 0, 2, 4, 6, 14, 16
e 20. Para CHIR-265 o plano de dosagem foi 100 mg/kg nos Dias O, 2, 14,
16 e 20. Finalmente, o plano de dosagem para sorafenib e veiculo PEG400
foi 100 mg/kg todo dia nos Dias 0-20. Volumes de tumor foram medidos duas
vezes por semana e a porcentagem da inibigcdo de crescimento de tumor foi
determinada como descrito acima. As medigdes de volume de tumor séao
mostradas na TABELA 2. Amostras de plasma foram coletadas 4 h apés a
Ultima dose no Dia 20 e estocadas a -80°C antes da andlise de MIA. Niveis
plasmaticos de MIA foram determinados por um ensaio de ELISA efetuado
como descrito no EXEMPLO 1. Os resultados dos ensaios de ELISA de MIA
sao mostrados na figura 4B.

Em um terceiro experimento, camundongos portadores de tumor
de melanoma humano MEXF 1341 foram tornados aleatérios e dosados o-
ralmente com CHIR-265 (100 ou 10 mg/kg) ou com sorafenib (100 mg/kg)
n=4/grupo. O primeiro dia de dosagem foi designado como Dia 0. Como tal,
o plano de dosagem para CHIR-265 (10 mg/kg) foi 10 mg/kg nos Dias 0O, 2,
4, 6, 14, 16 e 20. Para CHIR-265 (100 mg/kg) o plano de dosagem foi 100
mg/kg nos Dias 0, 2, 14, 16 e 20. Finalmente, o plano de dosagem para so-
rafenib e veiculo PEG400 foi 100 mg/kg todo dia nos Dias 0-20. Volumes de
tumor foram medidos duas vezes por semana e a porcentagem da inibigéo
de crescimento de tumor foi determinada como descrito acima. As medigdes
de volume de tumor sdo mostrados na TABELA 2. Amostras de plasma fo-
ram coletadas 4 h apds a ultima dose no Dia 20 e estocadas a -80°C antes
da analise de MIA. Niveis plasmaticos de MIA foram determinados por um
ensaio de ELISA efetuado como descrito no EXEMPLO 1. Os resultados dos
ensaios de ELISA de MIA sdo mostrados na figura 4C.

Resultados:

A figura 3 mostra os resultados de um ensaio de ELISA de MIA
em camundongos nao-portadores de tumor naive (n=4) e camundongos nu-
de atimicos que sofreram implante de células de melanoma humano A375M,

que tém tumores de aproximadamente 250 mm? de volume (n=10). Como
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te, camundongos tratados com veiculo tivera uma concentracdao de MIA me-
diana de 69,2 ng/mL (que varia de 21 ng/mL até 119 ng/mL) que estava 17
vezes mais alta que em camundongos tratados com CHIR-265 (n= 5/grupo)
(P< 0,05).

A figura 4B ilustra graficamente que niveis plasmaticos de MIA
diminuem em resposta & inibicdo de crescimento de tumor induzido por do-
sagem oral de CHIR-265 e sorafenib no modelo de camundongo de xenoen-
xerto de melanoma de MEXF 276. Como mostrado acima na TABELA 2, os
volumes de tumor médios medidos no dia 20 para veiculo (2902374 mm?),
CHI-265 a 100 mg/kg (19+2,9 mm®), CHI-265 a 10 mg/kg (58+15,2 mm?) e
sorafenib (887+196 mm?) (+SE) (P< 0,007 para todos os grupos tratados
com farmaco X grupo veiculo). Portanto, foi observado que tratamentos com
CHIR-265 e sorafenib causaram inibigdo de crescimento de tumor significati-
va no modelo de melanoma de MEXF 276 com > 97% de inibigéo de cresci-
mento de tumor induzida por CHIR-265 em ambas as doses e 69% de inibi-
¢do de crescimento de tumor com tratamento de sorafenib. Como mostrado
na figura 4B, essas respostas de inibigdo de tumor foram associadas com
uma diminuigdo significativa nos niveis plasmaticos de MIA nos animais tra-
tados. As concentragdes de MIA plasmatica medianas de grupos tratados
com veiculo (113,5 ng/mL) em comparagdo com grupos tratados com sora-
fenib (28,9 ng/mL). Niveis plasmaticos de MIA de grupos tratados com CHIR-
265 estavam abaixo do limite de detecgdo (P < 0,04 para todos os tratamen-
tos com farmaco versus veiculo). Além disso, o grau de redugao de tumor
que resultando dos diferentes tratamentos estava correlacionado com niveis
plasmaticos de MIA, por exemplo, tratamento com CHIR-265 (MIA nao-de-
tectada, >97% de inibi¢do de crescimento de tumor); tratamento com sorafe-
nib (MIA a 28,9 ng/mL, 69% de inibicdo de crescimento de tumor).

A figura 4C ilustra graficamente que os niveis plasmaticos de
MIA diminuem em resposta a inibigdo de crescimento de tumor induzido por
dosagem oral de CHIR-265 e sorafenib no modelo de camundongo de xeno-
enxerto de melanoma de MEXF 1341. Como mostrado acima na TABELA 2,

os volumes de tumor médios medidos no dia 20 para veiculo (18951535
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mm?®), CHIR-265 a 100 mg/kg (575x214 mm?®), CHIR-265 a 10 mg/kg
(1190291 mm?®) e sorafenib (13382264 mm?) (+SE) (P< 0,08 para todos 0s
grupos tratados com farmaco X grupo veiculo). Portanto, foi observado que
tratamentos com CHIR-265 e sorafenib ndo causaram inibigdo de crescimen-
to de tumor significativa no modelo de melanoma de MEXF 276 com 37%
até 70% de inibicdo de crescimento de tumor induzida por CHIR-265 em
ambas as doses. Como mostrado na figura 4C, apesar de um nivel mais bai-
xo de MIA plasmética basal em xenoenxertos de MEXF 1341 quando com-
parado a MEXF 276, uma redugao significativa (de 2 vezes) em MIA foi de-
tectada em resposta a ambos os tratamentos CHIR-265 (P<0,02). O trata-
mento com sorafenib também reduziu niveis plasmaticos de MIA (P > 0,17).
Consistente com os resultados observados nos modelos de xenoenxerto de
A375M e MEXF276, o grau de redugdo de tumor no modelo de xenoenxerto
de MEXF1341 que resulta de diferentes tratamentos correlacionados a ni-
veis de MIA plasmatica. Os resultados dos modelos de xenoenxerto
MEXF276 e MEXF1341 sdo preditivos para tumores humanos porque as
células tumorais foram isoladas de um paciente com melanoma humano e
passados serialmente em camundongos nude. Devido a essas células tumo-
rais ndo terem sido cultivadas em cultura, elas se parecem mais estreita-
mente com as caracteristicas do tumor original no individuo humano.

Esses resultados indicam que niveis plasmaticos de MIA servem
como um marcador substituto sensivel para peso de tumor e resposta a tra-
tamento com agentes inibidores de melanoma em animais portadores de
tumores de melanoma.

EXEMPLO 3

Este exemplo demonstra que MIA € um indicador precoce e pre-
ciso para atividade de farmaco antitumor em modelos de melanoma pre-
clinico.

Métodos: A cinética de concentragoes de MIA em plasma apo6s
tratamento com farmaco foi investigada como se segue. Camundongos por-
tadores de tumor A375M foram dosados oralmente com CHIR-265 (100
mg/kg), CHIR-258 (60 mg/kg) ou veiculo (n=10/grupo). Amostras de plasma
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foram coletadas antes de a dosagem ser iniciada € novamente nos dias 3, 8
e 13. Volumes de tumor foram medidos nos mesmos pontos de tempo, u-
sando métodos descritos no EXEMPLO 2.

Resultados: A figura 5A ilustra graficamente as alteragbes preco-
ces e significativas nos niveis plasmaticos de MIA em resposta ao tratamen-
to com CHIR-258 e CHIR-265 no modelo de xenoenxerto de melanoma hu-
mano A375M. *P<0,05 para todas as comparagdes versus veiculo. Barras de
erro indicam erros-padrao (SE). A linha tracejada indica o limite de detecgao
do ensaio.

A figura 5B mostra os volumes de tumor nos camundongos por-
tadores de tumor de melanoma humano nos dias 3, 8 e 13 apés tratamento
com CHIR-258 ou CHIR-265 em comparagdo a controles de veiculo.
¥P<0,01 para CHIR-265 versus veiculo, ®*P<0,005 para CHIR-258 versus
veiculo. Barras de erro indicam erros-padrao (SE).

Os resultados nas figuraS 5A e 5B mostram que tanto CHIR-258
como CHIR-265 causaram diminuigdes estatisticamente significativas na
concentragdo plasmatica de MIA no dia 3, que continuou a diminuir durante 6
tratamento (P<0,05). A concentragdo de MIA de linha basal medida no dia O
foi de 27,8 ng/kg. A redugdao na concentragdo plasmatica de MIA foi mais
pronunciada com tratamento com CHIR-265, que induziu regressao de tu-
mor, quando comparada a de CHIR-258 a qual resultou em inibicao de tu-
mor, mas nao-regressao. Apds tratamento com CHIR-265, as concentragbes
de MIA diminuiram até 10,4 ng/mL no dia 3, uma redugdo de 62% na con-
centragao de MIA que foi associada a 29% de regresséao de tumor (FIGURA
5A). No dia 13, as concentragbes de MIA estavam indetectaveis no grupo
tratado com CHIR-265. O tratamento com CHIR-258 resultou em inibicao de
crescimento de tumor, entretanto, regressées nao foram observadas. Contu-
do, niveis de MIA estavam reduzidos no dia 3 a niveis menores estatistica-
mente significativos em comparagao a veiculo e estavam reduzidos em 63%
no dia 13 comparados a linha basal.

Esses dados demonstram que MIA é um indicador precoce para

atividade de farmaco e que alteragbes detectadas por ELISA em niveis de
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MIA circulantes precedem alteracdes volumétricas observaveis em peso de
tumor. Tratamento com os compostos CHIR-265 e CHIR-258 resultou em
varios graus de inibigdo de crescimento de tumor e/ou regressdo de tumor e
concomitante a esses efeitos em peso de tumor, houve uma diminui¢do sig-
nificativa e correlata em niveis plasmaticos de MIA. Por exemplo, tratamento
com CHIR-265 induziu regressdo de tumor com uma diminuigao répida e
significativa nos niveis de MIA, enquanto tratamento com CHIR-258 resultou
em inibigao de crescimento de tumor com uma reducao menos dramatica em
niveis de MIA.

Outra observagao significativa foi a de que niveis de MIA diminu-
iram mais cedo e com maior amplitude que os volumes de tumor diminuiram.
Isto foi exemplificado por diminuigdes significativas em niveis de MIA nos
pontos de tempo precoce nos planos de dosagem. Mesmo quando o volume
de tumor estabilizou-se, como observado com tratamento com CHIR-258, os
niveis de MIA continuaram a diminuir. Embora nao desejando estar ligado
por teoria, este efeito pode ser atribuido a presenga de células necréticas e
moribundas que contribuiram com o volume de tumor, mas que nao mais
secretam MIA.

Com base nesses resultados pré-clinicos, estudos clinicos em
seres humanos podem mostrar niveis de MIA diminuidos antes da resposta
do tumor poder ser medida, provendo assim uma indicagao precoce de que
ha uma resposta positiva no individuo humano em resposta a um agente
inibidor de melanoma. Além disso, os dados descritos aqui sugerem que MIA
pode ser util em ensaios clinicos humanos de agentes que sao citostaticos
assim como para agentes que sao citotdxicos.

EXEMPLO 4

Este Exemplo demonstra que MIA pode ser usada como um
marcador substituto para peso de tumor em camundongos portadores de
tumor de melanoma humano de CHL-1.

Métodos:
Modelos animais:
Um estudo de xenoenxerto de melanoma humano de CHL-1 foi
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efetuado com camundongos nu/nu atimicos fémeas (de 8-12 semanas de
idade) adquiridos de Charles River Laboratories (Wilmington, MA). Aproxi-
madamente 5 x 10° células de tumor em Matrigel® foram implantadas sub-
cutaneamente (s.c.) na regiao dos flancos traseiros dos camundongos. A
dosagem comegou quando os tumores atingiram um tamanho médio de
200mm?. Medigbes de compasso de calibre foram realizadas duas vezes
semanalmente para estimar o volume do tumor usando a férmula: (a x b?)x
0,5, onde "a" é o maior didametro e "b" é o comprimento perpendicular ao di-
ametro.

Agentes Terapéuticos: Composto de molécula pequena CHIR-
258 foi preparado como descrito no EXEMPLO 2.

Tratamento com Agentes Terapéuticos: Camundongos portado-
res de tumor de melanoma humano CHL-1 foram tornados aleatérios e do-
sados oralmente com CHIR-258 a 30mg/kg e 80 mg/kg (n=10/grupo) uma
vez por dia. O primeiro dia de dosagem foi designado como dia 0. Amostras
de plasma foram coletadas antes da dosagem e no dia 8 e dia 22. Um grupo
de controle de veiculo também foi usado no estudo (n=10).

Resultados: A figura 6A ilustra graficamente o volume de tumor
em camundongds portadores de célula de tumor de melanoma humano de
CHL-1 apds tratamento com CHIR-258 ou controle de veiculo. *P< 0,03 para
ambos os tratamentos de CHIR-258 versus veiculo. Barras de erro indicam
erros-padrao (SE). Como mostrado na figura 6A, CHIR-258 dosado a 30
mg/kg ou 80 mg/kg uma vez diariamente causou inibigcdo de crescimento de
tumor significativa (P < 0,03) no dia 8 quando comparado ao tratamento com
veiculo.

A figura 6B ilustra graficamente o efeito de tratamento com
CHIR-258 na concentragao plasmatica de MIA. *P< 0,05 para todas as com-
paragdes versus veiculo. Barras de erro indicam erros-padréo (SE). A linha
tracejada indica o limite de detecgdo do ensaio. Como mostrado na figura
6B, CHIR-258 inibiu significativamente a secre¢do de MIA quando adminis-
trado tanto na dosagem de 30 mg/kg como na de 80 mg/kg. Como mostrado

adicionalmente na figura 6B, niveis plasmaticos de MIA em todos os grupos
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de camundongos antes da dosagem estavam préximos do limite de detec-
¢do do ensaio. E interessante notar que niveis de MIA em xenoenxertos de
CHL-1 antes da dosagem (2,6 ng/mL) estavam mais baixos que niveis de
MIA em camundongos com xenoenxerto de melanoma humano de A375M
(831 ng/mL como descrito no EXEMPLO 2), ainda que os volumes de tumor
de partida médios antes da dosagem estivessem em faixa similar (200 X
250 mm?®, respectivamente). O nivel de MIA plasmatica mediano no grupo
controle do estudo de xenoenxerto de CHL-1 foi de aproximadamente
7,7 ng/mL no dia 8, enquanto niveis de MIA de ambos os grupos tratados
com CHIR-258 nao estavam detectaveis no dia 8 e subsequentes pontos de
tempo (veja figura 6B).

Esses resultados sugerem que embora tratamento com CHIR-
258 tenha causado inibicado de crescimento de tumor e nao regressao, o
farmaco foi eficaz em reduzir significativamente niveis de MIA plasmatica.
Esses resultados sao consistentes com as descobertas no modelo de xeno-
enxerto de melanoma de A375M, como descrito no EXEMPLO 2. Embora
ndo desejando estar ligado por teoria, este efeito pode ser atribuido a pre-
senga de células necréticas e moribundas que contribuiram com o volume
de tumor, mas que ndao mais secretam MIA. Os resultados sustentam adicio-
nalmente o uso de MIA como um indicador precoce para resposta a farmaco
e eficacia no tratamento de melanoma.

Embora a modalidade preferida da invengao tenha sido ilustrada
e descrita, sera apreciado que varias alteragdes podem ser feitas a esse res-

peito sem divergir do espirito e escopo da invengao.



10

15

20

25

30

REIVINDICACOES
1. Método para determinar uma resposta de um individuo mami-
fero que tem células de tumor de melanoma ao tratamento com um agente
inibidor de melanoma, caracterizado pelo fato de que compreende:
(a) determinar uma primeira concentragdo de proteina de ati-
vidade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira a-
mostra biolégica tomada de um individuo mamifero antes
do inicio do tratamento com um agente inibidor de mela-
noma;
(b) determinar uma segunda concentragdo de MIA em uma
segunda amostra biolégica do individuo mamifero apds o
inicio do tratamento com o agente inibidor de melanoma e

(c) comparar a primeira e a segunda concentragbes de MIA,
em que uma diminuicdo na segunda concentragao de MIA
medida na segunda amostra biolégica quando comparada
com a primeira concentragao de MIA medida na primeira
amostra bioldgica indica uma resposta positiva ao trata-
mento com o agente inibidor de melanoma.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o agente inibidor de melanoma é uma molécula pequena'sele-
cionada do grupo que consiste em CHIR-265, sorafenib e CHIR-258.

3. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que uma diminuigdo na segunda concentragdo de MIA na segunda
amostra biolégica medida dentre de 3 meses apds o inicio do tratamento
indica uma resposta positiva ao tratamento com o agente inibidor de mela-
noma.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que uma diminuigdo na segunda concentragao de MIA na segunda
amostra biolégica medida dentre de 1 semana apds o tratamento indica uma
resposta positiva ao tratamento com o agente inibidor de melanoma.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que uma diminui¢do de pelo menos 20% na segunda concentragao
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de MIA na segunda amostra biolégica quando comparada a primeira concen-
tracdo de MIA na primeira amostra biolégica se correlaciona a inibicdo de
crescimento de tumor no individuo mamifero.

6. Método de acordo com a acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que uma diminuigdo na segunda concentracao de MIA
€ usada como um desfecho de eficacia para avaliar a resposta do individuo
mamifero ao tratamento com um agente inibidor de melanoma.

7. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a amostra bioldgica € uma amostra de sangue.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a concentragdao de MIA na amostra biolégica é determinada u-
sando um anticorpo que se liga especificamente a MIA.

9. Método para avaliar a eficacia de um agente inibidor de mela-
noma para tratar melanoma em um individuo mamifero que tem melanoma,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) determinar uma primeira concentragao de proteina de ati-

vidade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira a-
mostra biolégica tomada de um individuo mamifero antes
do inicio do tratamento com um agente inibidor de mela-
noma;

(b) determinar uma segunda concentracdo de MIA em uma
segunda amostra biolégica do individuo mamifero tomada
apos o inicio do tratamento com o agente inibidor de mela-
noma e

(c) comparar a primeira e a segunda concentragdes de MIA,
em que uma diminui¢do na segunda concentragao de MIA
medida na segunda amostra biolégica quando comparada
com a primeira concentracao de MIA medida na primeira
amostra bioldgica é indicativa da eficacia do agente inibidor
para tratar melanoma.

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo

fato de que compreendendo ainda:



10

15

20

medir o volume de pelo menos um tumor de melanoma no indi-
viduo mamifero antes do inicio do tratamento com o agente inibidor; e pelo
menos uma vez apods o inicio do agente inibidor e comparar as médias de
volume de tumor tomadas antes do tratamento e apds o tratamento para de-
terminar se o volume do tumor diminuiu.

11. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que o individuo mamifero estd em um ensaio pré-clinico.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
fato de que a segunda amostra biolégica é tomada dentro de 3 meses apés
o inicio do tratamento com o agente inibidor.

13. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que a segunda amostra bioldgica é tomada dentro de uma semana
apds o inicio do tratamento com o agente inibidor.

14. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que uma diminuigdo na segunda concentragdo de MIA medida em
um tempo antes da detecgdao de uma diminuicdo mensuravel no volume de
tumor é indicativa da eficacia do agente inibidor para o tratamento de mela-
noma.

15. Método de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que o agente inibidor de melanoma é uma molécula pequena sele-
cionada do grupo que consiste em CHIR-265, sorafenib e CHIR-258.

16. Método para determinar se um paciente deve continuar a

receber tratamento com um agente inibidor de melanoma, caracterizado pelo

fato de que compreende:

25

30

(a) determinar uma primeira concentragdo de proteina de ati-
vidade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira a-
mostra bioldgica tomada de um individuo mamifero antes
do inicio do tratamento com um agente inibidor de mela-
noma;

(b) determinar uma segunda concentragdo de MIA em uma
segunda amostra biolégica do individuo mamifero tomada
apds o inicio do tratamento com o agente inibidor de mela-



(d)

noma;
comparar as ditas primeira e segunda concentragbes de
MIA; e

determinar que o paciente deva continuar a ser tratado
com o agente inibidor de melanoma se a segunda concen-
tracao de MIA estiver reduzida em pelo menos 20% em

comparag¢do com a primeira concentracao de MIA.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 16, caracterizado pe-

lo fato de que o agente inibidor de melanoma é uma molécula pequena sele-

10  cionada do grupo que consiste em CHIR-265, sorafenib e CHIR-258.

18. Método para identificar agente que tém utilidade no trata-

mento de melanoma, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a)

15

(b)

20

(c)

(d)
25

determinar uma primeira concentragao de proteina de ati-
vidade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira a-
mostra tomada de uma linhagem celular de melanoma cul-
tivada antes de administrar um agente a linhagem celular
de melanoma cultivada;

determinar uma segunda concentragdo de MIA em uma
segunda amostra tomada da linhagem celular de melano-
ma apds administrar o agente a linhagem celular de mela-
noma cultivada;

comparar as ditas primeira e segunda concentracdes de
MIA; e

determinar que o agente tenha utilidade no tratamento de
melanoma se a segunda concentragdo de MIA estiver re-
duzida em pelo menos 20% em comparagao com a primei-

ra concentracao de MIA.

19. Método de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pe-

lo fato de que a linhagem celular de melanoma é uma linhagem celular de

30 melanoma humano selecionada do grupo que consiste em G361, SKMEL-
28, A375M e CHL-1.
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Meio de cultura MIA (ng/ml)
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MIA plasmatico (ng/ ml)
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O CHIR-258 significativamente inibiu a secregdo de MIA. Camundongos portadores de tumor
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veiculo (n=10/grupo). As amostras de plasma e dados de volume do tumor coletados antes da
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RESUMO

Patente de Invengéo: "METODOS PARA DETERMINAR UMA RESPOSTA
DE UM INDIVIDUO MAMIFERO QUE TEM CELULAS DE TUMOR DE ME-
LANOMA AO TRATAMENTO COM UM AGENTE INIBIDOR DE MELANO-
MA, PARA AVALIAR A EFICACIA DE UM AGENTE INIBIDOR DE MELA-
NOMA PARA TRATAR MELANOMA EM UM INDIVIDUO MAMIFERO QUE
TEM MELANOMA, PARA DETERMINAR SE UM PACIENTE DEVE CON-
TINUAR A RECEBER TRATAMENTO COM UM AGENTE INIBIDOR DE
MELANOMA E PARA IDENTIFICAR AGENTE QUE TEM UTILIDADE NO
TRATAMENTO DE MELANOMA".

A presente invengao refere-se a um método para determinar
uma resposta de um individuo mamifero que tem células tumorais de mela-
noma ao tratamento com um agente inibidor de melanoma. Em um aspecto,
o0 método compreende (a) determinar uma primeira concentragao de protei-
na de atividade inibidora de melanoma (MIA) em uma primeira amostra bio-
I6gica tomada do individuo mamifero antes do tratamento com o agente ini-
bidor de melanoma; (b) determinar uma segunda concentragdao de MIA em
uma segunda amostra bioldgica do individuo mamifero tomada apds trata-
mento com o agente inibidor, de melanoma; (c) comparar a primeira e a se-
gunda concentragdes de MIA, em que uma diminuigdo na segunda concen-
tracdo de MIA medida na segunda amostra biolégica quando comparada
com a primeira concentragdao de MIA medida na primeira amostra bioldgica
indica uma resposta positiva ao tratamento com o agente inibidor de mela-

noma.
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