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RESUMO

“DIAGNOSTICO E TRATAMENTOS DE CARCINOMA COM BASE NO
GENOTIPO ODC1l”

A presente invencdo proporciona métodos e kits para a)
a predigdo da sobrevivéncia do paciente com cancro colo-
retal, bem como a sobrevivéncia de pacientes portadores de
outros cancros invasivos em que a proliferacdo celular e a
carcinogénese estdo, em parte, ligadas a elevados niveis de
atividade de ODC e maiores teores de poliamina celular, e
b) a selecdo das opg¢des de tratamento correspondentes para
tais pacientes com base na sequéncia de nucledtidos de
alelos, ou em SNP na posigcao +316 do gene promotor ODCI1,
bem como métodos de tratamento de cancro gque incluem, em
cada caso, a determinacdo do gendtipo do promotor ODC1l na
posicao +316, como um meio para guiar a escolha do

tratamento.
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DESCRICAO

“DIAGNOSTICO E TRATAMENTOS DE CARCINOMA COM BASE NO
GENOTIPO ODC1l”

I. Campo da invencéo

A presente invencdo refere-se genericamente aos campos
da biologia do cancro e medicina. Mais particularmente, diz
respeito a métodos para o diagnéstico, prevencgdo e

tratamento de carcinomas e dos fatores de risco dos mesmos.

II. Descricdo da tecnologia relacionada

Um dos principais obstéaculos para a tradugdo da
pesquisa de quimioprevencdo do cancro na pratica clinica
tem sido a eficdcia marginal do agente e toxicidades que
excedem o beneficio (Psaty e Potter, 2006; Lippman, 2006).
Por exemplo, a eficdcia marcada demonstrada da combinacgao
inibitdéria de poliamina de D,L-a-difluorometilornitina
(DFMO, eflornitine) e sulindac de longo prazo, por dia, por
via oral, entre pacientes com adenoma colo-retal (CRA) foi
recentemente demonstrada (Meyskens et al., 2008), no
entanto, o tratamento foi associado com ototoxicidade
subclinica modesta (MclLaren et al., 2008), e um maior
numero de eventos cardiovasculares em pacientes com risco
cardiovascular de linha de base elevado (Zell et al., 2009).
Seria de um grande beneficio identificar as caracteristicas
genéticas que identificam a adequacdo de um paciente para
um determinado regime de tratamento preventivo ou curativo.

Por exemplo, continua a existir uma necessidade para
métodos eficazes e menos tdxicos para o tratamento e a
prevencao de cancros colo-retais e de outros carcinomas. De
acordo com o National Cancer Institute, em 2009 haviam

cerca de 147.000 novos casos e 50.000 mortes por cancro
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colo-retal nos Estados Unidos. Os protocolos de tratamento
atuais, especialmente agqueles para os cancros do cdlon e
pbélipos, incluem a resseccdo do tumor, a gquimioterapia e a
radioterapia. Um polimorfismo de nucledtido unico (SNP) no
intrdo 1 do gene ODCI humano afeta a transcricdo de ODCI
(Guo et al., 2000), e tem sido investigado como um marcador
genético para o risco de adenoma colorretal (CRA) (Martinez
et al., 2003; Barry et al., 2006; Hubner et al., 2008). A
frequéncia relatada do menor alelo-A é de aproximadamente
25 %, e, apesar de diferencas entre a raca / etnia, a
distribuicdo do gendtipo ODC1l estd no equilibrio de Hardy-
Weinberg dentro de cada raca (0O'Brien et al., 2004; Zell et
al., 2009). Os individuos homozigdéticos para o menor alelo-
A de ODClI tém uma reducdo do risco da recorréncia de
adenoma em comparacgao com aqueles com o maior alelo-G
(Martinez et al., 2003; Hubner et al., 2008). Para além
disso, o alelo-A de ODC1 (gendétipo AA ou GA, mas nédo o
gendtipo GG) e o uso relatado de aspirina, tém sido
associados com uma recorréncia reduzida de pdlipos do cdlon
(Martinez et al., 2003; Barry et al., 2006; Hubner et al.,
2008), e uma reducdo estatisticamente significativa de 50 %
de reducéo do risco de adenomas avancados (Barry et al.,
2006) . Seria uma grande vantagem se o gendtipo ODCI1 afeta
diferencialmente a recorréncia de adenoma, as respostas do
tecido a poliamina, os perfis de toxicidade, e como pode
ser usado para determinar a adequagdo de tratamentos
preventivos e curativos. Gerner e Meyskens (Clin. Cancer
Res., 2009, 15 (3): 758-761) divulgam uma combinacdo de

DFMO e de um NSAID para a prevencao do cancro do cdélon.

Sumdrio da invencéo

Assim, o presente pedido descreve as utilizacgdes
dirigidas para o tratamento, a prevencdo e/ou o diagndstico
relacionado com a identificacdo do gendétipo do paciente na

posicao +316 de pelo menos um alelo do gene promotor de
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ODC1.

Num primeiro aspeto, a presente invencdao proporciona
uma composicdo que compreende a o-difluorometilornitina
(DFMO) e um féarmaco anti-inflamatdério ndo-esteroide gue néo
contém aspirina (NSAID), para o uso no tratamento
preventivo ou curativo de carcinoma colo-retal ou de
fatores de risco do mesmo num paciente, em que o gendtipo
do paciente na posicado +316 de pelo menos um alelo do gene
promotor de ODC1 é G; e em que o tratamento dos fatores de
risco do carcinoma colo-retal no paciente evita a formacéo
de novos focos de criptas aberrantes, novos pdlipos
adenomatosos ou novos adenomas com displasia no paciente;
opcionalmente, em que o paciente é um ser humano.

Num segundo aspeto, a presente invencdo proporciona
uma composicdo que compreende a o-difluorometilornitina
(DFMO) para o uso no tratamento preventivo ou curativo de
carcinoma colo-retal, ou de fatores de risco do mesmo, tal
como definido em relagdo ao primeiro aspeto, num paciente,
tal como definido em relacdo ao primeiro aspeto; em que o
paciente € também administrado com uma composigcdo que
compreende um fadrmaco anti-inflamatdério ndo-esteroide que
ndo contém aspirina (NSAID), sendo ao paciente administrada
a composigcdo que compreende um NSAID gue ndo contém
aspirina antes, ao mesmo tempo, ou depois da administracao
da composicdo que compreende a DFMO.

Num terceiro aspeto, a presente invencado proporciona
uma composicdo que compreende um fadrmaco anti-inflamatédrio
ndo-esteroide que nao contém aspirina (NSAID), para O USO
no tratamento preventivo ou curativo de carcinoma colo-
retal, ou fatores de risco do mesmo, tal como em relacdao ao
primeiro aspeto, num paciente, tal como definido em relacgéo
ao primeiro aspeto; em que o paciente é também administrado
com uma composicdao que compreende a o-difluorometilornitina
(DFMO), sendo ao paciente administrada a composicdo dque

compreende a DFMO antes, ao mesmo tempo, ou apds a
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administracdo da composigcdo que compreende o NSAID que néo
contém aspirina.

Em algumas realizagdes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, o NSAID gque nao contém
aspirina aumenta a expressao de N'-acetiltransferase
espermidina / espermina no paciente.

Em algumas realizagbes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, o gendtipo do paciente na
posicédo +316 de pelo menos um alelo do gene promotor de
ODC1 pode ter sido determinado pela rececdo de um relatédrio
que contém o gendétipo referido, ou tendo sido realizada uma
histdéria de paciente que revela os resultados. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencédo, ¢ determinado o gendétipo do paciente na base
do nucledétido na posigdo +316 de um alelo do gene promotor
de ODCl do paciente. Em algumas realizagbdes do primeiro,
segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, € determinado
o gendétipo do paciente na posicdo +316 de ambos os alelos
do gene promotor de ODCI. Em algumas vrealizacbes do
primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencgdo, o
gendtipo do paciente na posicdo +316 de ambos os alelos do
gene promotor de ODCI ¢é GG. Em algumas realizagdes do
primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencgdo, o
gendtipo do paciente na posicdo +316 de ambos os alelos do
gene promotor de ODC1 é GA.

Em algumas realizagbes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, as utilizacgdes definidas
compreendem ainda o aumento da dosagem da DFMO ou do NSAID
gue ndo contém aspirina, se o paciente J& estava a ser
tratado com a terapia farmacéutica, mas a uma dose mais
baixa, antes de obter os resultados do teste. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencgao, as utilizacgdes definidas compreendem ainda o
aumento da dosagem da DFMO e do NSAID que nao contém

aspirina, se o paciente Jj& estava a ser tratado com a
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terapia farmacéutica, mas a uma dose mais baixa, antes da
obtencédo dos resultados do teste.

Em algumas realizagdes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, o NSAID gque nao contém
aspirina ¢é um inibidor seletivo de COX-2. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencédo, o NSAID gque nao contém aspirina € sulindac ou
celecoxib. Em algumas realizacdes do primeiro, segundo e/ou
do terceiro aspetos da invencdo, o NSAID gue ndo contém
aspirina é sulindac.

Em algumas realizacgbes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencao, a utilizacdo definida previne
a formacdo de novos focos de criptas aberrantes no paciente.
Em algumas realizacgbes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencao, a utilizacdo definida previne
a formacdo de novos pdlipos adenomatosos no paciente. Em
algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro
aspetos da invencdo, a wutilizacdo definida previne a
formagcdo de novos adenomas com displasia no paciente.

Em algumas realizagbes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, a DFMO e o sulindac séao
administrados por via sistémica. Em algumas realizagdes do
primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a
DFMO e o sulindac sao administrados por vias distintas. Em
algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro
aspetos da invencdo, a DFMO ou o NSAID que n&o contém
aspirina ¢é administrado por via oral, intra-arterial ou
intravenosa. Em algumas realizac¢des do primeiro, segundo
e/ou do terceiro aspetos da invencgdo, a DFMO é administrada
por via oral. Em algumas realizagdes do primeiro, segundo
e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a quantidade eficaz
de DFMO é de 500 mg/dia. Em algumas realizagbes do primeiro,
segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a DFMO é
administrada por via intravenosa. Em algumas realizac¢des do

primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a
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quantidade eficaz de DFMO & de desde cerca de 0,05 até
cerca de 5,0 g/m?/dia. Em algumas realizacdes do primeiro,
segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a DFMO e o
NSAID que néo contém aspirina ¢é formulado para a
administracdo oral. Em algumas realizacbes do primeiro,
segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a DFMO e o
NSAID gque nédo contém aspirina é formulado como uma capsula
dura ou mole, ou um comprimido. Em algumas realizagdes do
primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a
DFMO e o NSAID que ndo contém aspirina é administrado a
cada 12 horas. Em algumas realizac¢des do primeiro, segundo
e/ou do terceiro aspetos da invencgdo, a DFMO e o NSAID que
ndo contém aspirina € administrado a cada 24 horas. Em
algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro
aspetos da invencdo, a quantidade eficaz de sulindac é de
desde cerca de 10 até cerca de 1500 mg/dia. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invengdo, a dquantidade eficaz de sulindac ¢ de desde
cerca de 10 até cerca de 400 mg/dia. Em algumas realizacgdbes
do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencéo,
a quantidade eficaz de sulindac é 150 mg/dia. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencdo, a DFMO ¢é administrada antes do sulindac. Em
algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro
aspetos da invencgdo, a DFMO ¢ administrada apds o sulindac.
Em algumas realizagbes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, a DFMO é administrada antes e
depois do sulindac. Em algumas realizag¢bes do primeiro,
segundo e/ou do terceiro aspetos da invengdo, a DFMO é
administrada simultaneamente com o sulindac. Em algumas
realizagbes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencé&o, a DFMO ¢é administrada pelo menos uma segunda
vez. Em algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, o sulindac ¢é administrado

pelo menos uma segunda vez.
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Em variacodes em qualquer uma das realizacdes
anteriores do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da
invencdo, o paciente tem um tumor sdélido, e o tumor sdélido
referido é ressecado, e, opcionalmente, s&o administrados
DFMO e sulindac antes ou depois da resseccao referida.

Em algumas realizagdes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencdo, o cancro colo-retal estd no
estadio I. Em algumas realizacdes do primeiro, segundo e/ou
do terceiro aspetos da invencdo, o cancro colo-retal esté
no estadio II. Em algumas realizac¢des do primeiro, segundo
e/ou do terceiro aspetos da invencdo, o cancro colo-retal
estd no estadio III. Em algumas realizag¢des do primeiro,
segundo e/ou do terceiro aspetos da invengdo, © cancro
colo-retal estd no estadio IV.

Em variacgdes em qualquer uma das realizacgdes
anteriores do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da
invencdo, a utilizagdo definida previne a formagdo de novas
neoplasias colo-retais avancadas no paciente. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencgdo, a utilizacdo definida previne a ototoxicidade
ou o0 risco da mesma no paciente. Em algumas realizacdes do
primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencdo, a
utilizacdo definida previne a formacdo de novas neoplasias
colo-retais avangadas do lado direito. Em algumas
realizagbes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencdo, a utilizagdo definida previne a formacgdo de
novas neoplasias colo-retais avancadas do lado esquerdo.

Em variacgdes em qualquer uma das realizacgdes
anteriores do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da
invencado, o paciente foi identificado como tendo um ou mais
pdlipos adenomatosos no cdélon, reto ou no apéndice. Em
algumas realizacgbes do primeiro, segundo e/ou do terceiro
aspetos da invencao, o paciente foi identificado como tendo
uma ou mails neoplasias colo-retais avancadas. Em algumas

realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
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da invencdo, o paciente foi identificado como tendo uma ou
mais neoplasias colo-retais avancadas do lado esquerdo. Em
algumas realizag¢bes do primeiro, segundo e/ou do terceiro
aspetos da invencédo, o paciente foi identificado como tendo
uma ou mais neoplasias colo-retais avangadas do lado
direito. Em algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou
do terceiro aspetos da invencgao, o) paciente foi
diagnosticado com polipose adenomatosa familiar. Em algumas
realizag¢des do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invencgdo, o paciente foi diagnosticado com o sindrome de
Lynch. Em algumas realizacgdes do primeiro, segundo e/ou do
terceiro aspetos da invencgao, o paciente foi diagnosticado
com cancro colo-retal familiar do tipo X. Em algumas
realizagdes do primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos
da invengdo, o paciente satisfaz os critérios de Amesterdéo,
ou o critério II de Amesterddo. Em algumas realizacdes do
primeiro, segundo e/ou do terceiro aspetos da invencgdo, o
paciente tem uma histdéria de ressecgdo de um ou mais
adenomas colo-retais.

Em variacodes de qualquer uma das realizacgdes
anteriores, o paciente é humano.

A utilizacdo da palavra "um" ou "uma", quando
utilizada em conjungdo com o termo "que compreende”™ nas
reivindicacdes e/ou na especificacdo, pode significar "um",
mas também é consistente com o significado de "um ou mais",
"pelo menos um" e "um ou mais de um".

Ao longo deste pedido, o termo "cerca de" € usado para
indicar gque um valor inclui a variacado inerente de erro
para o dispositivo, do método utilizado para determinar o
valor, ou da variacdo que existe entre os sujeitos do
estudo.

Os termos "compreender", "ter" e "incluir" sao verbos
de ligagdo abertos. Todas as formas ou tempos verbais de um
ou mais destes verbos, tal como "compreende",

"compreendendo", "tem", "tendo", "inclui" e "incluindo",



EP2430452B1

sdo também abertos. Por exemplo, qualquer método gue
"compreende", "tem" ou "inclui"™ uma ou mais etapas nao se
limita a apenas aqueles que possuem uma ou mais etapas, e
abrange também outras etapas ndo listadas.

O termo "eficaz", tal como o termo ¢ usado na
especificacdo e/ou nas reivindicacgdes, significa adequado
para alcancar um resultado desejado, esperado ou pretendido

Tal como € aqui utilizado, o termo "ICs;," refere-se a
uma dose inibidora que é 50 % da resposta maxima obtida.

Tal como €é aqui utilizado, o termo "paciente" ou
"sujeito" refere-se a um organismo mamifero vivo, tal como
um ser humano, um macaco, uma vaca, uma ovelha, uma cabra,
um cao, um gato, um ratinho, um rato, uma cobaia, ou
espécies transgénicas das mesmas. Em certas realizacgdes, o
doente ou sujeito é um primata. Os exemplos ndo limitativos
de sujeitos humanos sao adultos, adolescentes, criancas e
fetos.

"Farmaceuticamente aceitdvel" significa o que é util
na preparagdo de uma composicdo farmacéutica que é
geralmente segura, ndo todéxica, e nem biologicamente nem de
outro modo indesejdvel, e inclui a que é aceitdvel para o
uso veterindrio, bem como para o uso farmacéutico humano.

"Prevencgdo" ou "previne" inclui: (1) a inibig¢do do
aparecimento de uma doenca num sujeito ou paciente que pode
estar em risco e/ou predisposto para a doenca, mas dJque
ainda né&o sofre ou exibe qualgquer uma ou todas patologias
ou sintomatologias da doenca, e/ou (2) o atraso do
aparecimento da patologia ou sintomatologia da doenca num
sujeito ou paciente que pode estar em risco e/ou
predisposto para a doenga, mas gue ainda nado sofre ou exibe
qualquer uma ou todas patologias ou sintomatologias da
doenca.

"Quantidade eficaz", "quantidade terapeuticamente
eficaz" ou "quantidade farmaceuticamente eficaz" significa

a quantidade que, gquando administrada a um sujeito ou
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paciente para o tratamento de uma doenca, ¢ suficiente para
efetuar esse tratamento para a doenca.

"Tratamento™ ou "tratar" inclui (1) a inibic¢d&o de uma
doenca num sujeito ou paciente que sofre ou exibe a
patologia ou a sintomatologia da doenga (por exemplo,
parando o desenvolvimento adicional da patologia e/ou da
sintomatologia), (2) a melhoria de uma doenca num sujeito
ou paciente que sofre ou exibe a patologia ou a
sintomatologia da doenca (por exemplo, revertendo a
patologia e/ou a sintomatologia), e/ou (3) efetuar qualquer
diminuicdo mensurdvel numa doeng¢a num sujeito ou paciente
que sofre ou exibe a patologia ou a sintomatologia da
doenca.

As definigdes anteriores substituem qualquer definicéo
conflitiva em qualquer uma das referéncias aqui citadas. No
entanto, o facto de alguns termos serem definidos nédo deve
ser considerado como indicativo de que qualquer termo que
ndo estd definido é indeterminado. Pelo contrario, todos os
termos usados acreditam-se ser para descrever a invencao em
termos que um perito poderd apreciar o admbito e a prética
da presente invencao.

Outros objetos, caracteristicas e vantagens da
presente divulgacgao serao evidentes a partir da descricéo
detalhada que se segue. No entanto, deve ser entendido que
a descrigcdo detalhada e os exemplos especificos, embora
indicando realizacgbdes especificas da invengdo, sédo dados
apenas a titulo de ilustracdo, uma vez gue serdo evidentes
para o0s peritos na tecnologia varias alteracgdes e

modificacdes a partir desta descricédo detalhada.

Breve descricdo dos desenhos

Os desenhos que se seguem formam parte da presente
especificacdo, e estdo incluidos para demonstrar melhor

certos aspetos da presente divulgacdo. A invencao pode ser

10
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melhor compreendida por referéncia a um destes desenhos em
combinagdo com a descricdo detalhada das realizacgdes

especificas aqui apresentadas.

Figura 1 - Efeitos diferenciais da regulacdo de
poliamina por MADI e c¢c-MYC. Esquema que 1ilustra os
efeitos diferenciais propostos da regulacéo de
poliamina por MAD1 e c-MYC na posicdo +316 do alelo-A
menor de ODC1. Também sdao mostrados os efeitos do
inibidor DFMO (difluorometilornitina) de ODC.

Figura 2 - Estimativas da taxa de sobrevivéncia
especifica de cancro colo-retal. Esta figura mostra as
estimativas de Kaplan-Meier da taxa de sobrevivéncia
especifica de cancro colo-retal para os casos de cancro
colo-retal em estadio III, estratificadas pelo gendtipo
+316 de ODCI1. S&o incluidos os casos do estudo gene -
ambiente de cancro colo-retal familiar da Universidade
Irvine da Califérnia diagnosticados durante o periodo
de 1994-1996, com seguimento até marco de 2008: ODCI GG
(64 casos, 15 mortes especificas de cancro colo-retal),
ODC1 GA/AA (62 casos, 25 mortes especificas de cancro
colo-retal).

Figuras 3A e B - Localizagdo e andlise do promotor SNP
de ODC1. A figura A mostra o A, localizacdo do promotor
SNP de ODCI. O SNP sob investigacdo neste estudo esté
316 nucledétidos a 3' do local de inicio da transcricéo
de ODCI (*). Este SNP reside entre duas "“E-boxes”
consenso, tal Ccomo mostrado pelas sequéncias
sublinhadas, e afeta um local de restricdo PstI (caixa)
(SEQ ID NO: b5). A figura 3B mostra uma andlise de
polimorfismo de comprimento de fragmento de restrigdo
de SNP de ODCI. O ADN foi obtido a partir de dois tipos
de células, e foi sequenciada a regido em redor do
local SNP de ODCI. As células HT29 derivadas do cdlon

foram descobertas serem heterozigdticas em AG, enquanto
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que as células HCT116 foram descobertas serem
homozigdticas em GG, no locus SNP de ODCI. Foi obtido
um produto de PCR de 350 pb desta regido a partir de
cada tipo de células e sujeito a digestdao com PstI.
Foram indicadas evidéncias de um alelo-A por produtos
de restricao < 350 pb.

Figuras 4A e B - Expressdo de “E-box” e andlise de
imunoprecipitagdo. Localizagdo do promotor SNP de ODCI.
A figura 4A mostra a expressdo de proteina “E-box” em
células derivadas de cdlon. Foi avaliada por andlise de
“Western Dblot” a expressdo de proteinas a serem
avaliadas para a ligacdo com o SNP +316 de ODCI. Os
extratos de ambas as células HT29 e HCT11l6 foram
avaliados para c¢-MYC, MADI1, e MAD4; a f-actina foi
utilizada como um controlo de carga. A figura 4B mostra
a documentacdo para a ligacdo do fator de transcricéo
especifica do alelo por andlise de imunoprecipitacdo da
cromatina, a qual foi realizada tal como descrita na
seccao de exemplos que se segue. As células HT29 foram
uma fonte de alelos—-A de O0ODCI, uma vez dque estas
células sé&o heterozigéticas em GA neste local. As
células HCT11l6 foram usadas como uma fonte de alelos-G
de ODCI.

Figuras 5A e B - Efeitos da expressdo de c-MYC e MADI
na atividade de ODCl. A figura 5A mostra o efeito da
expressdo de c¢c-MYC na atividade do promotor especifico
de alelo de ODC1 em células derivadas de cdlon HT29. A
atividade do promotor foi medida apds a transfecdo com
plasmideos repébrter com o promotor de ODC1
cotransfectados com o plasmideo pcADN 3.0 ou com O
vetor de expressao CMV-MYC. As construgdes de promotor
diferem pela presenca do primeiro elemento “E-box”,
localizado em -485 a -480 pb ("wt E-boxl"™ para a
sequéncia do tipo selvagem ou "mut E-boxl" para uma

sequéncia mutante). As construcgdes também diferem pelo
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SNP +316 de ODC1 ("+316 G" ou "+316 A"). *, P < 0,013
para cada uma das quatro comparacgdes relativas a
atividade do promotor com a cotransfeccdo de pcADN 3.0.
A figura 5B mostra o efeito da expressdao de MADI na
atividade do promotor especifico de alelo de ODC1 em
células derivadas de tumor do cdélon HT29. A atividade
do promotor foi medida apdés a transfeccdo com
plasmideos repdrter com o) promotor de ODC1
cotransfetados com o plasmideo pcADN 3.1 ou com um
plasmideo  pcADN-MADI. As construc¢cdes de promotor
utilizadas foram descritas na legenda para o painel A
desta figura. *, P = 0,027, significédncia estatistica
em relacdo a atividade do promotor com a cotransfeccgdo
de pcADN 3.1.

Figura 6 - Reducdo de pdlipos adenomatosos. Esta figura
mostra a percentagem de recorréncia de pdlipos
adenomatosos de pacientes que foram tratados com DFMO e
sulindac em comparacdo com o placebo. Houve uma reducgao

Q.

de 70 % no total de adenomas, uma reducgcdo de 92 % em
adenomas avancados, e uma reducao de 95 % em adenomas
multiplos.

Figura 7 - Beneficio farmacogendémico / andlise de risco
com base no genétipo +316 de ODCl. Esta figura compara

Q

a redugdo em % da recorréncia de adenomas ao fim de 3
anos versus o placebo, com a % de ototoxicidade para os
grupos de tratamento e de placebo como uma func¢do do
gendétipo +316 de ODC1 do paciente. A ototoxicidade foi
determinada utilizando o teste audiométrico.

Figuras 8A-C - Beneficio farmacogendémico / andlise de
risco com base no gendétipo +316 de ODCl. Esta figura
compara o beneficio, a reducdo em % da recorréncia de
adenomas ao fim de 3 anos, com o risco, a % de
ototoxicidade, para os grupos de tratamento e de
placebo como uma funcdo do gendtipo +316 de ODC1 do

paciente. A ototoxicidade foi determinada utilizando o

13



EP2430452B1

teste audiométrico.

Figura 9 - Numero médio de tumores por tamanho no cdélon
de ratinhos Min/+. Esta figura mostra o numero médio de
tumores por tamanho no c¢bdlon dos trés grupos de
tratamento em comparagao com 0s controlos sem
tratamento. Os ratinhos, adquiridos a partir de The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Me.), foram criados
cruzando machos C57BL/6J-Apc™* e fémeas C57/BL6. Os
ratinhos heterozigdéticos para Min (ApcMm/Ach:
(heterozigdéticos para uma mutacido sem sentido no codéo
850 de Apc) foram identificados por genotipagem no
desmame, por um ensaio de PCR especifico de alelo
usando ADN da ponta da cauda. Os ratinhos homozigdticos
(Apc'/Bpc’) da mesma ninhada serviram como controlo. Um
tratamento consistiu em suplementar a &agua potdvel com
2 % de DFMO (Merrell Dow Research Inst.) no 8° dia do
estudo. No outro tratamento, foram adicionados 167 ppm
de sulindac (Harlen Teklad) a dieta AIN-93G de ratinho
no 21° dia do estudo. O terceiro tratamento foi uma
combinacédo de DFMO e de sulindac. Apdés 114 dias, o0s
ratinhos foram sacrificados por asfixia com CO,. Foram
removidos segmentos do intestino delgado e do cdlon de
ratinhos, e foram dissecados longitudinalmente,
montados e fixados em 70 % de etanol, e colocados a
4 °C para pontuar tumores.

Também foram retirados tecidos representativos para
avaliacdo histopatolégica.

Figura 10 - Numero médio de tumores por tamanho do
intestino delgado de ratinhos Min/+. Esta figura mostra
o numero médio de tumores por tamanho no intestino
delgado dos trés grupos de tratamento em comparag¢do com
0s controlos sem tratamento. Para 0s detalhes
experimentais veja-se a descricdo anterior da figura 9.
Figura 11 - Numero de adenomas de elevado grau como uma

fungdo da terapia em ratinhos Min/+. Esta figura mostra
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como o numero de adenomas de elevado grau varia
dependendo do tipo de terapia. Para os detalhes

experimentais veja-se a descricdo anterior da figura 9.

Descricdo de realizagdes ilustrativas

O presente pedido descreve métodos e utilizacgdes que
compreendem prever a adequacdo, a eficadcia, a toxicidade
e/ou a dosagem das terapias combinadas anticarcinoma que
compreendem a o-difluorometilornitina (DFMO) e um farmaco
anti-inflamatério ndo-esteroide gque ndo contém aspirina
(NSAID), gque atua como um agonista de expressao de N'-
acetiltransferase espermidina / espermina, com base, pelo
menos em parte, no gendtipo promotor de ODCI1 do paciente. A
invencdo ¢é 1limitada a prevengdo ou ao tratamento de
carcinoma colo-retal, ou aos fatores de risco do mesmo, em
pacientes com o gendtipo especificado na reivindicacédo 1.

A presente invencgdo envolve a entrega dos compostos
terapéuticos mencionados anteriormente aos individuos que
exibem sintomas pré-cancerosos, para prevenir o
aparecimento de carcinoma colo-retal e/ou para prevenir o
aparecimento de fatores de risco do mesmo, tais como a
formacdo de novos focos de criptas aberrantes, a formacéo
de novos pdlipos adenomatosos ou de novos adenomas com
displasia. As células desta categoria incluem pdlipos e
outras lesdes pré-cancerosas, pré-malignas, pré-neoplésicas
ou outro fendétipo aberrante, indicando a progressao
provavel para um estado canceroso, com base, pelo menos em

parte, no gendtipo promotor de ODCI1 do paciente.
I. Metabolismo de poliaminas
O excesso de formacgdo de poliaminas tem sido h& muito

implicado na carcinogénese epitelial, especialmente a

carcinogénese colo-retal. As poliaminas sao pequenas
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moléculas ubigquas envolvidas em varios processos, incluindo
a transcricdo, a estabilizacdo de ARN, a abertura e fecho
do canal de 1ides, e outros (Wallace, 2000). A ornitina
descarboxilase (ODC), a primeira enzima na sintese de
poliamina, € essencial para o desenvolvimento normal e
reparacdo de tecidos em mamiferos, mas é sub-regulada na
maioria dos tecidos adultos (Gerner e Meyskens, 2004). As
miltiplas anomalias no controlo do metabolismo de poliamina
e transporte, resultam num aumento dos niveis de poliamina
que pode promover a tumorigénese em varios tecidos (Thomas
e Thomas, 2003).

O metabolismo de poliamina €& sobrerregulado em tecidos
epiteliais intestinais de seres humanos com polipose
adenomatosa familiar (FAP) (Giardiello et al., 1997), um
sindrome associado com alto risco de cancro do cdédélon e de
outros cancros.

A FAP pode ser causada por mutacdes no gene supressor
de tumor de polipose adenomatosa coli (APC), e a
sinalizacdo de APC foi mostrada regular a expressao de ODC
tanto em células humanas (Fultz e Gerner, 2002) como num
modelo de ratinho de FAP (Erdman et al., 1999).

A expressao de APC do tipo selvagem leva a uma
diminuigdo da expressdo de ODC, enquanto que a APC mutante
leva a um aumento da expressdo de ODC. O mecanismo de
regulacdo de ODC dependente de APC envolve fatores de
transcrigdo “E-box”, incluindo o ativador de transcricdo c-
MYC, e o repressor de transcricdo MADI (Fultz e Gerner,
2002; Martinez et al., 2003). c—MYC foi demonstrado por
outros regular a transcricdao de ODC (Bellofernandez et al.,
1993) . Varios genes envolvidos no metabolismo de poliamina
sdo genes essenciais para o crescimento 6timo na maioria
dos organismos, e s&o sub-regulados em células e tecidos
ndo proliferativos e/ou adultos (Gerner e Meyskens, 2004).
As poliaminas influenciam fendétipos celulares especificos,

em parte, por afetarem os padrdes de expressdao de genes,
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tal como revisto em outra parte (Childs et al., 2003).

Tal como descrito em seguida, uma estratégia que
envolve a inibic¢do da atividade de ODC (ou seja, a enzima
limitante da velocidade da sintese de poliamina), e/ou a
reducdo dos niveis de poliamina celular, demonstrou uma
eficdcia notédvel na prevencdo da recorréncia de pdlipos
colo-retais em humanos. Os resultados epidemioldgicos e
experimentais da presente pesquisa demonstram a regulacao
condicional da homeostase de poliamina por polimorfismo
genético em ODC, e sugerem um modelo em que o SNP +316 de
ODC pode ser protetor para a recorréncia de adenoma do
codlon, e prejudicial para a sobrevivéncia apds o
diagnéstico de cancro do cdélon. Esta informacdo pode ser
usada para determinar o progndstico do cancro do cdlon. Ao
identificar pacientes com risco aumentado de progressédo /
recorréncia de cancro, pode ser instituida uma réapida
implementacdo de estratégias de gestdo da prevencgao
tercidria. Para além disso, esta pesquisa pode ser usada
para identificar pacientes com cancro colo-retal loco-
regional de alto risco, mas de outro modo tratados de forma
otimizada, que Dbeneficiariam de terapias de prevencao
tercidrias do cancro.

Dependendo da dieta de um paciente, o problema de
excesso de poliamina pode ser agravado pelo facto de que as
poliaminas, por exemplo, a putrescina, estdo presentes em
muitos alimentos comuns, tais como no sumo de laranja, O
qual contém cerca de 400 ppm de putrescina. A este respeito,
uma dieta rica em poliamina ¢ contraindicada, e para
algumas das realizacgdes aqui proporcionadas dita dieta deve
ser evitada. Veja-se o pedido provisdério de patente U.S.
por Kavitha P. Raj, Jason A. Zell, Christine E. McLlaren,
Eugene W. Gerner, Frank L. Meyskens e Jeffrey Jacob,
intitulado "Cancer prevention and treatment methods based
on dietary polyamine content", submetido a 14 de maio de
2010.
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ITI. Polipose adenomatosa familiar

A polipose adenomatosa familiar (FAP), um sindrome de
polipose hereditdrio, é o resultado de uma mutacdo da linha
germinativa do gene supressor de tumor de polipose
adenomatosa coli (APC) (Su et al., 1992). Esta condicéao
autossémica dominante com expressdo varidvel estd associada
com o desenvolvimento de centenas de adenomas do cdlon, que
progressam uniformemente para adenocarcinoma aos 40 anos de
idade, duas décadas antes do qgue a idade média de
diagndéstico para cancro de cdlon esporddico (Bussey, 1990).
Em estudos anteriores de individuos pré-sintomdticos com
FAP foi detetado aumento dos niveis das poliaminas
espermidina e espermina, e do seu precursor diamina a
putrescina, em bidpsias colo-retais aparentemente normais,
quando comparadas aos controlos normais de um membro da
familia (Giardiello et al., 1997). A atividade da ornitina
descarboxilase (0ODC), a primeira e a enzima limitante da
velocidade na sintese de poliamina em mamiferos, & também
elevada em bidpsias de mucosas do cdlon de aparéncia normal
de pacientes com FAP (Giardiello et al., 1997; Luk e Baylin,
1984) . Estes resultados sdo de interesse, uma vez gque as
poliaminas sdo necessdrias para a proliferacdo celular
6tima (Pegg, 1986). Para além disso, a supressdo de
atividade de O0ODC, utilizando o 1inibidor i1rreversivel
ativado por enzima, DFMO, inibe a carcinogénese do cdélon em
roedores tratados com carcinogénios (Kingsnorth et al.,
1983; Tempero et al., 1989).

Tal como discutido em maior detalhe em seguida, o
ratinho Min (neoplasia intestinal maltipla), que partilha
um gendétipo mutado APC/apc com a FAP, serve como um modelo
animal experimental util para pacientes humanos com FAP
(Lipkin, 1997). O ratinho Min pode desenvolver mais de 100
adenomas / adenocarcinomas gastrointestinais ao longo de

todo o trato gastrointestinal aos 120 dias de wvida, que
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levam a hemorragia gastrointestinal, obstrugdo e morte. Uma
terapia de combinacdo de DFMO e sulindac mostrou ser eficaz
na reducdo de adenomas nestes ratinhos (patente US n°. 6
258 845; Gerner e Meyskens, 2004). Os resultados do
tratamento de ratinhos Min guer com DFMO sozinho, sulindac
sozinho, ou uma combinacdo de DFMO e sulindac, na formacéao
de tumores quer no cdlon ou no intestino delgado séao

mostrados nas figuras 9-11.

ITII. Polimorfismo de ornitina descarboxilase-1

A atividade da ornitina descarboxilase (obc) , a
primeira enzima na sintese de poliamina, € necessdria para
0 crescimento normal, e estd elevada em muitos tipos de
cancro, incluindo o cancro colo-retal. Foram examinadas
aqui associacdes do polimorfismo de nucledtido unico (SNP)
+316 de ODC com sobrevivéncia especifica de cancro colo-
retal (CRC) entre os casos de CRC, e foi investigado o seu
significado funcional em células de cancro do cdlon.

Um polimorfismo de nucledtido utnico (SNP) no intrdo-1
do gene ODC1 humano afeta a transcrigcdo de ODCI (Guo et al.,
2000), e tem sido investigado como um marcador genético
para o risco de adenoma colo-retal (CRA) (Martinez et al.,
2003; Barry et al., 2006; Hubner et al., 2008). A
frequéncia relatada do menor alelo-A €& de aproximadamente
25 % e, apesar de diferengas entre a raca / etnia, a
distribuicdo do gendtipo de ODCl estd em equilibrio de
Hardy-Weinberg dentro de cada raca (0'Brien et al., 2004;
Zell et al., 2009). Os individuos homozigdéticos para o
menor alelo-A de ODCl tém uma reducdo do risco de
recorréncia de adenoma em comparagdo com aqueles com O
maior alelo-G (Martinez et al., 2003; Hubner et al., 2008).
Para além disso, o alelo-A de ODC1 (gendétipo AA ou GA, mas
ndo o gendétipo GG) e o uso relatado de aspirina tém sido

associados com uma reducg¢do da recorréncia de pdlipos do
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cdélon (Martinez et al., 2003; Barry et al., 2006; Hubner et
al., 2008), e uma reducdo estatisticamente significativa de
50 % de reducdo de risco de adenomas avancados (Barry et
al., 2006).

Foi investigada a ligacdo especifica do alelo de ODC
de fatores de transcricdo “E-box”, e foi avaliado o
significado funcional do SNP +316 de ODC, localizado entre
duas “E-boxes” (“E-box” 2 e 3, tal como representado na
figura 2A). Cada gendtipo de linha de células influencia um
local de restrigdo PstI consenso nesta regido. A figura 2B
mostra que um produto da reacdao em cadeia da polimerase
(PCR), feito a partir de células HT29 de cdélon humano, foi
parcialmente sensivel ao corte com PstI, o gue sugere dque
estas células continham pelo menos um alelo-A de ODC. Um
produto de PCR feito a partir de células HCT116 de cdlon
humano, utilizando os mesmos oligonucledétidos iniciadores,
foi insensivel a acdo de PstI, o que implica gue estas
células continham apenas alelos-G de ODC. Este resultado
foi confirmado através de sequenciacdo direta de ADN.

Foli estabelecida por Western Dblot a expressao de
proteinas de ligagdo “E-box” especificas, incluindo o
ativador de transcricdo c¢c-MYC e varios repressores de
transcricdo em células HT29 e HCT116 (por exemplo, MADI e
MAD4) (figura 3n) . Foi realizada a anadlise de
imunoprecipitacdo de cromatina (CHIP) da regido em redor do
promotor +316 de ODC, wutilizando anticorpos dirigidos
contra estas proteinas. Tal como mostrado na figura 3B, o0s
produtos de PCR especificos do promotor de ODC foram
sintetizados a partir de ADN de HT29, obtido apds a
imunoprecipitacédo da cromatina com anticorpos dirigidos
contra ¢-MYC, MAD1 ou MAD4. Os produtos de PCR sintetizados
a partir de ADN de HCT116 depois de imunoprecipitacao da
cromatina semelhante, foram substancialmente reduzidos em
comparacdo com os sintetizados a partir de ADN de HT29. A

quantificacdo destes resultados indicou que a ligacdo de c-
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MYyC, MAD1, e MAD4 a regid&o SNP de ODC foi de 4-14 vezes
superior nas células HT29, que continham um alelo-A de ODC,
em comparacdo com as células HCT116, gue continham apenas
alelos-G de ODC.

Foi avaliada a atividade do promotor especifico do
alelo de ODC. A hipdétese de que o SNP +316 de ODC
influenciou a expressdao de ODC de uma forma dependente da
expressao de ativadores e repressores de “E-box” foi
testada tal como se segue. A cotransfecdo transiente de
células HT29 derivadas de cancro do cdlon foi realizada com
construgbes de promotor especifico de alelo de ODC, em
combinagdo com vetores dque expressam dquer o ativador de
transcricdo c¢c-MYC ou o repressor MADI (figuras 4A e B). As
barras de erro padrao mostradas refletem a variabilidade
nas medic¢des em triplicado dentro de uma uUnica experiéncia
representativa, que fol replicada. Os repdédrteres de
promotores especificos de alelo utilizados nestas
experiéncias incluiram todos as trés “E-boxes” mostradas na
figura 2A. Tal como mostrado na figura 4A, a expressao de
c-MYC teve o maior efeito estimulante sobre os promotores
que continham trés “E-boxes” consenso e o alelo-A de O0DC
(“E-box1” +316 A do tipo selvagem, P = 0,0014). A excluséao
da “E-box” a montante reduziu a atividade do promotor, mas
a expressao de c¢-MYC continuou a estimular esta atividade
(“E-box1” +316 A mutante, P = 0,0013). A substituicdo de
uma G por uma A na posicgdo +316 do SNP reduziu a capacidade
de c¢c-MYC para estimular a atividade do promotor, mesmo com
uma “E-box” consenso intacta a flanquear a 5’. A mutacado da
“E-box” consenso a flangquear a 5’, em combinacdo com O
alelo-G de ODC, reduziu ainda mais a atividade do promotor.

Quando foi cotransfetado MADI, em vez de c¢c-MYC, com OsS
repdrteres de promotores especificos de alelo de ODC
(figura 4B), o repressor apenas fol capaz de reduzir a
atividade do promotor de ODC que continha todas as trés “E-
boxes” e o alelo-A +316 do tipo selvagem (P = 0,027). A
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exclusdo da “E-box” a montante (“E-box” 1 +316A mutante)
reduziu significativamente o efeito de MADI na atividade do
promotor de ODC. A substituicdo de uma G por uma A na
posicado +316 originou promotores contendo duas ou trés “E-

boxes” que ndo respondem a supressao por MADI.
IV. Difluorometilornitina (DFMO)

A DFMO, também conhecida como eflornitine, tem a
denominacdo quimica que se segue; 2-(difluorometil)-di-
ornitina. E um inibidor irreversivel ativado por enzima da
ornitina descarboxilase (0DC) , a enzima limitante da
velocidade da wvia de biossintese de poliamina. Como um
resultado desta inibicdo da sintese de poliamina, o
composto é eficaz na prevencdo da formacdo de cancro em
diversos sistemas de o6rgdos, na inibicdo do crescimento do
cancro, e na reducgdo do tamanho do tumor. Também tem acgao
sinérgica com outros agentes antineoplésicos.

A DFMO foi demonstrada diminuir a tumorigénese
intestinal dependente de APC em ratinhos (Erdman et al.,
1999). A DFMO oral administrada diariamente a seres humanos
inibe a atividade da enzima ODC e o0s teores de poliamina
numa variedade de tecidos epiteliais (Love et al., 1993;
Gerner et al., 1994; Meyskens et al., 1994; Meyskens et al.,
1998; Simoneau et al., 2001; Simoneau et al., 2008).
Recentemente, 0os inventores relataram dque a DFMO em
combinagdo com o farmaco anti-inflamatério néo-esteroide
(NSAID) sulindac, tem sido relatada reduzir
significativamente a taxa de recorréncia de adenoma entre
individuos com adenomas do cdlon quando comparado com
placebos num ensaio c¢linico aleatdério (Meyskens et al.,
2008) .

A DFMO foi sintetizada originalmente pelo Centre de
Recherche Merrell, Estrasburgo; as aprovacgdes atuais da FDA

incluem
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. Doenca do sono Africano. Dosagem sistémica IV de
elevadas doses de forma n&o comercializada (Sanofi /
OMS)

U Hirsutis (excesso de crescimento de cabelo induzido por

androgénio) forma de dosagem tdépica
Atualmente ndo existem formulagdes orais aprovadas.

A DFMO e a sua utilizacdo no tratamento da hipertrofia
prostdtica benigna estdo descritas em duas patentes,
patentes U.S. n°. 4 413 141 e 4 330 559. A patente U.S. n°.
4 413 141 descreve a DFMO como sendo um inibidor potente de
ODC, tanto in vitro como in vivo. A administracdo de DFMO
provoca uma diminuig¢do nas concentracgdes de putrescina e de
espermidina nas células em que estas poliaminas séao
normalmente produzidas ativamente. Para além disso, a DFMO
demonstrou ser capaz de reduzir a velocidade de
proliferacdo de <células neoplédsicas, quando testada em
modelos tumorais padrdao. A patente U.S. n°. 4 330 559
descreve o0 uso de DFMO e de derivados de DFMO para o
tratamento da hipertrofia prostatica benigna. A hipertrofia
prostéatica benigna, como muitos estados de doenca
caracterizados por rapida proliferacao celular, é
acompanhada por uma elevag¢do anormal da concentragcao de
poliamina. O tratamento descrito nesta referéncia pode ser
administrado a um paciente quer ©por via oral, ou
parentérica.

A DEFMO pode, potencialmente, ser administrada
continuamente com efeitos antitumorais significativos. Este
fadrmaco é relativamente ndo tdxico em doses baixas de 0,4
g/mz/dia a seres humanos, ao mesmo tempo que produz
inibigdo da sintese de putrescina em tumores. Os estudos
num modelo de tumor em rato demonstraram que a infusao de
DFMO pode produzir uma diminuicdo de 90 % nos niveis de

putrescina do tumor, sem suprimir as contagens de plaquetas
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periféricas.

Os efeitos secundédrios observados com a DFMO incluem
efeitos na audicdo em doses elevadas de 4 g/mz/dia, que se
solucionam gquando ¢é interrompida. Estes efeitos sobre a
audicdo nado sao observados com doses mais baixas de 0,4
g/m“/dia, quando administrada durante até um ano (Meyskens
et al., 1994). Para além disso, sao observados alguns casos
de tontura / vertigem que se solucionam quando o farmaco é
interrompido. A  trombocitopenia foi predominantemente
relatada em estudos utilizando elevadas doses
"terapduticas"™ de DFMO (> 1,0 g/m?/dia), e principalmente
em pacientes com cancro que foram submetidos previamente a
gquimioterapia, ou em pacientes com a medula 4ssea
comprometida. Embora a toxicidade associada com a terapia
de DFMO nado é, em geral, tdo grave como outros tipos de
quimioterapia, em ensaios clinicos limitados verificou-se
promover uma trombocitopenia relacionada com a dose. Para
além disso, os estudos em ratos demonstraram gque a infuséo
continua de DFMO durante 12 dias reduz significativamente o
numero de plaquetas em comparac¢do com o0s controlos. Outras
investigacdes tém feito observagdes semelhantes, em que a
trombocitopenia ¢é a principal toxicidade da terapia IV
continua de DFMO. Estas descobertas sugerem que a DFMO pode
inibir significativamente a atividade de oDC dos
precursores da medula 6ssea de megacaridécitos. A DFMO pode
inibir processos de reparacao de proliferacdo, tais como a
reparacdo epitelial de feridas.

Um ensaio clinico de fase III avaliou a recorréncia de
pdlipos adenomatosos apds o tratamento durante 36 meses com
difluorometilornitina (DFMO) mais sulindac, ou com placebos
combinados. A perda auditiva temporaria ¢é uma toxicidade
conhecida do tratamento com a DFMO, assim, foi desenvolvida
uma abordagem abrangente para analisar audiogramas de
condugédo de ar de série. O método de equacgdo estimativa

generalizada estimou a diferenca média entre os grupos de
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tratamento, no que diz respeito a alteragdes nos limiares
de condugado de ar de tonos puros, ao mesmo tempo que tinha
em conta a correlacado intrassujeito devido a medidas
repetidas em frequéncias. Com base em 290 sujeitos, houve
uma diferenca média de 0,50 dB entre sujeitos tratados com
DFMO mais sulindac, em comparacao com aqueles tratados com
placebo (intervalo de confianca de 95 %, -0,64 a 1,63 dB; P
= 0,39), ajustada para os valores da linha de base, idade,
e frequéncias. Na gama de fala normal de 500 a 3000 Hz, foi
detetada uma diferenca estimada de 0,99 dB (-0,17 a 2,14
dB; P = 0,09). A intensidade da dose nado adicionou
informacdo aos modelos. Foram 14 de 151 (9,3 %) no grupo de
DFMO mais sulindac e 4 de 139 (2,9 %) no grupo de placebo
que sofreram pelo menos uma diminuicdo da audicao de 15 dB
a partir da linha de base, em duas ou mais frequéncias
consecutivas ao longo de toda a gama testada (P = 0,02). O
seguimento da condugdo aérea feita pelo menos 6 meses apds
o final do tratamento mostrou uma diferenca média ajustada
nos limiares auditivos de 1,08 dB (-0,81 a 2,96 dB; P =
0,26) entre os grupos de tratamento. Nao houve nenhuma
diferenca significativa na proporcdo de sujeitos no grupo
de DFMO mais sulindac que sofreram de perda auditiva
clinicamente significativa em comparagdo com © Jgrupo de
placebo. O risco atribuivel estimado de ototoxicidade da
exposicdo ao fadrmaco é de 8,4 % (intervalo de confianca de
95 %, -2,0 % a 18,8 %, P = 0,12). H& uma diferenca < 2 dB
no limiar médio para os pacientes tratados com DFMO mais
sulindac em comparacdo com aqueles tratados com o placebo.
Os resultados deste estudo sd&o discutidos em maior detalhe
em McLaren et al., 2008. S&o aqui proporcionados métodos
para reduzir e/ou prevenir a ototoxicidade em pacientes

tratados com agentes, tais como a DFMO e o sulindac.
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V. NSAID

Os NSAID sao agentes anti-inflamatdrios gue nédo sao
esteroides. Para além de acgdes anti-inflamatdrias, tém
acdes analgésicas, antipiréticas e de inibicdo de plaquetas.
Sdo utilizados principalmente no tratamento de condigdes
artriticas crénicas e certos disturbios dos tecidos moles
associados com a dor e a inflamacdao. Atuam bloqueando a
sintese de prostaglandinas por inibicdo da ciclooxigenase,
que converte o 4acido araquiddénico em endoperdxidos ciclicos,
precursores de prostaglandinas. A inibicdo da sintese de
prostaglandina representa as suas acoes analgésicas,
antipiréticas, e de inibicéao de plagquetas; outros
mecanismos podem contribuir para os seus efeitos anti-
inflamatdérios. Certos NSAID também podem inibir as enzimas
lipoxigenase ou a fosfolipase C, ou podem modular a funcéo
das células-T (AMA Drug Evaluations Annual, 1814-5, 1994).

Os farmacos anti-inflamatdérios ndo-esteroides (NSAID),
incluindo a aspirina, o ibuprofeno, o piroxicam (Reddy et
al., 1990; Singh et al., 1994), a indometacina (Narisawa,
1981), e o sulindac (Piazza et al., 1997; Rao et al., 1995),
inibem eficazmente a carcinogénese do cdélon no modelo de
rato tratado com  AOM. Os NSAID também inibem o
desenvolvimento de tumores que albergam um Ki-ras ativado
(Singh e Reddy, 1995). Os NSAID ©parecem inibir a
carcinogénese através da inducdo de apoptose em células
tumorais (Bedi et al., 1995; Lupulescu, 1996; Piazza et al.,
1995; Piazza et al., 1997b). Um numero de estudos sugerem
que as propriedades quimiopreventivas dos NSAID, incluindo
a inducdo da apoptose, é uma funcdo da sua capacidade para
inibir a sintese de prostaglandina (revisto em DuBois et
al., 1996; Lupulescu, 1996; Vane e Botting, 1997). No
entanto, o0s estudos indicam que os NSAID podem atuar
através de ambos 0s mecanismos, dependentes de

prostaglandina e independentes de prostaglandina (Alberts
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et al., 1995; Piazza et al., 1997a; Thompson et al., 1995;
Hanif, 1996). A sulfona de sulindac, um metabolito do NSAID
sulindac, nao tem atividade inibidora de COX, no entanto,
induz a apoptose em células tumorais (Piazza et al., 1995;
Piazza et al., 1997b), e inibe o desenvolvimento do tumor
em varios modelos de carcinogénese em roedores (Thompson et
al., 1995; Piazza et al., 1995, 1997a).

Foram examinados varios NSAID pelos seus efeitos em
ensaios clinicos humanos. Um ensaio de fase IIa (um més) de
ibuprofeno foi completado, e até mesmo com a dose de 300
mg/dia, foili observada wuma diminuicdo significativa nos
niveis de prostoglandina E; (PGE;) na mucosa plana. Uma
dose de 300 mg de ibuprofeno ¢é muito baixa (as doses
terapéuticas variam desde 1200-3000 mg/dia ou mais), e é
improvavel de ser vista toxicidade, mesmo a longo prazo. No
entanto, em modelos animais de quimioprevencéao, o

ibuprofeno é menos eficaz do que outros NSAID.

A. Sulindac e o0s seus principais metabolitos, sulfona de
sulindac e sulfureto de sulindac

O sulindac é um derivado de indeno, anti-inflamatdrio,
ndo-esteroide, com a designacdo quimica que se segue; acido
(Z)-5-fluoro—-2-metil-1-((4 (metilsulfinil) fenil) metileno)
l1H-indeno-3-acético (Physician’s Desk Reference, 1999). A
porcdo sulfinilo ¢é convertida in vivo por redugéo
reversivel a um metabolito de sulfureto, e por oxidacgédo
irreversivel a um metabolito de sulfona (exisulind). Veja-
se a patente U.S. 6 258 845. 0 sulindac, que também inibe a
ativacdo de Ki-ras, € metabolizado em duas moléculas
diferentes, que diferem na sua capacidade para inibir COX,
no entanto, ambas sao capazes de exercer efeitos
quimiopreventivos através da inducdo de apoptose. A sulfona
de sulindac ndo tem atividade inibidora de COX, e o mais
provavel é facilitar a inducdo de apoptose de uma maneira

independente da sintese de prostaglandina. As evidéncias
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disponiveis indicam que o derivado de sulfureto é pelo
menos um dos compostos biologicamente ativos. Com base
nisto, o sulindac pode ser considerado um prdé-farmaco.

0 sulindac (Clinoril®) estd disponivel, por exemplo,
como comprimidos de 150 mg e de 200 mg. A dosagem mais
comum para adultos é de 150 a 200 mg duas vezes por dia,
com uma dose méxima didria de 400 mg. Apds a administracdao
oral, cerca de 90 % do farmaco ¢é absorvido. Os niveis
maximos no plasma s&o alcancados em cerca de 2 horas em
pacientes em Jjejum, e de 3 a 4 horas quando administrados
com alimento. A semivida média de sulindac é de 7,8 horas:
a semivida média do metabolito de sulfureto é de 16,4 horas.
As patentes U.S. n°. 3 647 858 e 3 654 349 cobrem
preparagdes de sulindac.

O sulindac estd indicado para o alivio agudo e de
longo prazo de sinais e sintomas de osteocartrite, artrite
reumatoide, espondilite anquilosante, artrite gotosa aguda,
e ombro doloroso agudo. Os efeitos analgésicos e anti-
inflamatérios exercidos pelo sulindac (400 mg por dia) séao
comparaveis aos obtidos pela aspirina (4 g por dia),
ibuprofeno (1200 mg por dia), indometacina (125 mg por dia)
e fenilbutazona (400 a 600 mg por dia). Os efeitos
secundadrios do sulindac incluem efeitos gastrointestinais
leves em quase 20 % dos pacientes, sendo as gqueixas mais
frequentes a dor abdominal e as néuseas. Os efeitos
secunddrios do SNC sé&o vistos em até 10 % dos pacientes,
sendo os mais frequentemente relatados a sonoléncia, a dor
de cabeca e 0 nervosismo. A erupcgdo cutdnea e o prurido
ocorrem em 5 % dos pacientes. O tratamento crénico com
sulindac pode levar a toxicidade gastrointestinal grave,
tal como hemorragia, ulceracdo e perfuracéao.

O uso potencial de sulindac para a guimioprevencéao de
cancros, e em especial dos pdlipos colo-retais, tem sido
bem estudado. Duas patentes recentes U.S. n°. 5 814 625 e 5

843 929, detalham os usos qguimiopreventivos potenciais de
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sulindac em seres humanos. As doses de sulindac
reivindicadas na patente U.S. n°. 5 814 625 variam de desde
10 mg até 1500 mg por dia, com doses preferidas de 50 mg a
500 mg por dia. No entanto, nas doses mals elevadas, ©
maior problema com a utilizacgdo de sulindac como um Unico
agente de quimioprevencao sao as suas toxicidades bem
conhecidas, e o moderadamente elevado risco de intoleréncia.
Os idosos parecem ser especialmente vulnerdveis, uma vez
que a incidéncia de efeitos secundarios € maior em pessoas
com mais de 60 anos de idade. Note-se que esta faixa etéaria
¢ mais propensa a desenvolver cancro colo-retal, e,
portanto, mais suscetivel de beneficiar de quimioprevencéo.

O sulindac e o seu metabolito de sulfona exisulind
foram testados e continuam a ser testados clinicamente para
a prevengdo e o tratamento de varios tipos de cancro.
Clinical Trials.gov, uma base de dados dos U.S. National
Institutes of Health, fornece a seguinte visdo geral a
partir de 10 de maio de 2010.
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Estado Ensaio clinico
Recrutamento | Um estudo aleatorizado de sulindac em lesdes
orais pré-malignas
Condigdes: Leucoplasia, oral;
Neoplasmas benignos
Intervencgdes: Farmaco: sulindac; Farmaco:
placebo
Patrocinadores: Memorial Sloan—-Kettering
Cancer Center;
Surgery, ATMS, Cochin,
india;
Weill Medical College of
Cornell University;
Regional Cancer Centre
(RCC), Trivandrum, India;
Mazumdar Shaw Cancer Center
(MSCC)
Fase: Néo listada
Recrutamento | Sulindac na prevencgao de melanoma em

participantes sauddveis que estdo em maior
risco de melanoma

Condigao: Condicdo pré-cancerosa
Intervengodes: Fadrmaco: sulindac; Outro:
placebo

Patrocinadores: University of Arizona;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase IT

Ativo, sem
recrutamento

Eflornitina e sulindac na prevencao do
cancro colo-retal em pacientes com pdlipos
no cdélon
Condicgbes: Cancro colo-retal; Condigéao
pré-cancerosa / ndo maligna
Intervencao: Farmaco: eflornitina mais
sulindac
Patrocinadores: University of California,
Irvine;
Chao Family Comprehensive
Cancer Center; National
Cancer Institute (NCI)
Fase: Fase IIT
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Concluido Sulindac na prevencdo de cancro da mama em
mulheres com elevado risco para cancro da
mama

Condicéao: Cancro da mama
Intervencdes: Farmaco: sulindac;
Outros: anadlise de
biomarcador de laboratério
Patrocinadores: University of Arizona;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase T
Concluido Cépsulas de sulindac em comparagdo com

comprimidos de sulindac em voluntarios
saudaveis

Condicao: tumor sdlido adulto nao
especificado, protocolo
especifico

Intervencdes: Farmaco: sulindac; Outros:

estudo farmacoldgico
Patrocinadores: Mayo Clinic; National Cancer
Institute (NCI)
Fase:

Ativo, sem
recrutamento

Eflornitina mais sulindac na prevencao do
cancro colo-retal em pacientes com pdlipos
colo-retais benignos

Condicgao: Cancro colo-retal
Intervencao: Farmaco: eflornitina mais
sulindac
Patrocinadores: University of California,
Irvine;
Chao Family Comprehensive
Cancer Center; National

Cancer Institute (NCI)
Fase: Fase II
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Ativo, sem
recrutamento

Bevacizumab / tarceva e tarceva / sulindac
em carcinoma de células escamosas da cabeca
e do pescogo
Condigao: Carcinoma de células
escamosas da cabeca e do
pescoco (SCCHN)
Intervengdes: Fadrmaco: Bevacizumab;
Farmaco: Erlotinib;
Farmaco: Sulindac
Patrocinadores: Massachusetts General
Hospital; Dana-Farber Cancer
Institute; Emory University;

University of North
Carolina, Chapel Hill;
Genentech; 0OSI
Pharmaceuticals
Fase: Fase TIT
Ativo, sem Sulindac na prevencado de cancro do pulmido em
recrutamento | atuais ou ex—fumadores com displasia
brénquica
Condicbes: Cancro do pulmdo; Condicgéao
pré-cancerosa;
Disturbio do uso de tabaco
Intervencdes: Farmaco: sulindac; Outro:
placebo
Patrocinadores: Mayo Clinic;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase IT
Concluido Sulindac e tamoxifen no tratamento de

pacientes com tumor desmoid
Condicgao: Tumor desmoid
Intervengdes: Farmaco: sulindac; Féarmaco:

citrato de tamoxifen

Patrocinadores: Children’s Oncology Group;
National Cancer Institute
(NCI)

Fase: Fase II
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Recrutamento | Sulindac e epirubicin no tratamento de
pacientes com melanoma maligno metastatico
Condigao: Melanoma (pele)

Intervengdes: Fadrmaco: cloridrato de
epirubicin; Farmaco:
sulindac;

Outro: técnica imunoldégica

Patrocinador: Ireland Cooperative Oncology
Research Group (todo)

Fase: Fase IT
Concluido Atorvastatin, inulina enriquecida com
oligofructose, ou sulindac na prevencao de
cancro em pacilentes com maior <risco de
desenvolver neoplasia colo-retal
Condigbes: Cancro colo-retal; condicgéo
pré-cancerosa

Intervengdes: Suplemento dietético:
inulina enriquecida com
oligofructose; Farmaco:
atorvastatin de cadlcio;
Farmaco: sulindac; OQutro:
placebo

Patrocinadores: Mayo Clinic;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase IT
Suspenso Sulindac e compostos de plantas na prevengao

de cancro do cdlon

Condicgao: Cancro colo-retal
Intervencgdes: Suplemento dietético:
curcumina;
Suplemento dietético:

rutina; Férmaco: quercetina;
Farmaco: sulindac
Patrocinador: Rockefeller University
Fase:

Ativo, sem
recrutamento

Comparacao de sulindac, aspirina, e ursodiol
na prevencao de cancro colo-retal

Condigao: Cancro colo-retal
Intervengdes: Farmaco: acido
acetilsalicilico; Farmaco:

sulindac; Farmaco: ursodiol

Patrocinadores: M.D. Anderson Cancer Center;
National Cancer Institute
(NCI) ;
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Fase: Fase I1I
Concluido Sulindac e docetaxel no tratamento de
mulheres com cancro da mama recorrente ou
com metastases
Condicéao: Cancro da mama
Intervengdes: Farmaco: docetaxel; Farmaco:
sulindac
Patrocinadores: Fox Chase Cancer Center;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase TIT
Recrutamento | Influéncia de sulindac e de probidéticos
sobre o desenvolvimento de adenomas de bolsa
em pacientes com polipose adenomatosa
familiar
Condicgao: Polipose adenomatosa coli
Intervengdes: Farmaco: Sulindac (fé&rmaco);
Farmaco: VSL#3 (probidtico);
Farmaco: inulina
(probidtico)
Patrocinadores: Radboud University; Dutch
Cancer Society
Fase: Fase IT
Terminado Os efeitos de curcumindides sobre focos de

criptas aberrantes no cdlon humano

Condigao: Focos de criptas aberrantes
Intervengdes: Farmaco: sulindac; Féarmaco:
curcumin
Patrocinador: University of Medicine and

Dentistry New Jersey
Fase:
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Recrutamento

Utilizagdo de curcumin para o tratamento de
adenomas intestinais em polipose adenomatosa

familiar (FAP)
Condicgodes: Pb6lipos do trato inferior em
pacientes com FAP;
P&6lipos do trato superior em
pacientes com FAP
Intervengdes: Fadrmaco: Calcumin
(curcumin) ;
Outro: Questiondrio de fator
de risco;
Outro: Amostras de sangue;
Outro: Bidpsias
(sigmoidoscopia);
Outro: Bidpsias (endoscopia
superior)
Patrocinador: University of Puerto Rico
Fase:
Ativo, sem |Para aumentar a duracdo da auséncia de
recrutamento | tratamento da supressao intermitente de
andrdgeno
Condigao: Cancro da préstata
Intervencgdes: Farmaco: Flutamida; Farmaco:
Acetato de leuprolida;
Farmaco: Exisulind
Patrocinadores: University of Washington;;
0OSI Pharmaceuticals
Fase: Fase IT
Concluido Seguranga, eficdcia e farmacocinética entre
capecitabin e exisulind em pacientes com
cancro da mama metastatico
Condigdes: Neoplasias da mama;
metédstases, neoplasia
Intervencgdes: Fadrmaco: Capecitabin;
Fadrmaco: Exisulind
Patrocinadores: M.D. Anderson Cancer Center;
Cell Pathways
Fases: Fase I / Fase II
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Concluido Exisulind neocadjuvante no tratamento de
pacientes que sSao a ser submetidos a
prostatectomia radical para o cancro da
prostata no estadio IT ou no estadio IIT

Condicéao: Cancro da préstata
Intervencdes: Farmaco: exisulind;
Procedimento: cirurgia
convencional;
Procedimento: terapia
neoadjuvante
Patrocinadores: Mayo Clinic;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase IT
Concluido Quimioterapia de combinacdo no tratamento de
pacientes com cancro do pulmao avancado de
células ndo-pequenas
Cancro do pulmdo
Condigao:
Intervengodes: Fadrmaco: carboplatin;

Fadrmaco: exisulind;
Farmaco: cloridrato de
gemcitabin

Patrocinadores: Eastern Cooperative Oncology
Group;
National Cancer Institute
(NCI)

Fase: Fase IT

Concluido Estudo em fase II de taxotere em combinacdo
com exisulind em pacientes com cancro do
pulmdo de células ndo-pequenas (NSCLC)

Condicgao: NSCLC
Intervengdo:: Farmaco: Exisulind
Patrocinador: OSI Pharmaceuticals
Fases: Fase I / Fase II
Concluido Um estudo em fase III da eficédcia de

taxotere / aptosyn versus taxotere / placebo

em pacientes com cancro do pulmdo de células

ndo-pequenas

Condigao: Cancro do pulmdo de células
nao—-pequenas
Intervencgao: Farmaco: Exisulind
Patrocinador: OSI Pharmaceuticals

Fase: Fase III
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Concluido Exisulind versus placebo apds a remogao
cirurgica da préstata
Condicéao: Neoplasias da proéstata
Intervencgao: Farmaco: Exisulind
Patrocinadores: Mayo Clinic; OSI
Pharmaceuticals
Fase: Fase TIT
Concluido Docetaxel, estramustine e exisulind no
tratamento de pacientes com cancro da
préstata metastdtico que ndo tem respondido
a terapia hormonal
Condigao: Cancro da préstata
Intervencdes: Farmaco: docetaxel;
Farmaco: fosfato de sddio de
estramustine;
Farmaco: exisulind
Patrocinadores: Cancer and Leukemia Group B;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase IT
Concluido Quimioterapia de combinagdo e exisulind no

tratamento de pacientes com cancro do pulmao
em estadio extensivo de células pequenas
Condicgao: Cancro do pulméo
Intervencdes: Farmaco: carboplatin;

Fadrmaco: etoposide;
Farmaco: exisulind

Patrocinadores: Cancer and Leukemia Group Bj;
National Cancer Institute
(NCI)

Fase: Fase IT

Ativo, sem
recrutamento

Exisulind na prevencao de pbélipos em
pacientes com polipose adenomatosa familiar

Condigodes: Cancro colo-retal; Cancro do
intestino delgado
Intervencao: Farmaco: exisulind
Patrocinador: University of Utah

Fases: Fase II / Fase III
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Concluido Exisulind antes de prostatectomia radical

Condicéao: Neoplasias da proéstata
Intervencao: Fadrmaco: terapia de
exisulind

Patrocinadores: Mayo Clinic;
National Cancer Institute
(NCI)
Fase: Fase TIT

B. Piroxicam

Um agente anti-inflamatdério ndo-esteroide que estd bem
estabelecido no tratamento da artrite reumatoide e da
osteocartrite, com a designacdo quimica que se segue; 4-
hidroxi-2-metil-N-2-piridil-2H-1,2-benzotiazina—-3-
carboxamida 1,1-didéxido. A sua utilidade também tem sido
demonstrada no tratamento de disttrbios masculo-
esqueléticos, dismenorreia e dor pds-operatdria. A sua
longa semivida permite que seja administrado uma vez por
dia. O farmaco tem demonstrado ser eficaz se administrado
por via retal. As queixas gastrointestinais sao os efeitos
secunddrios mais frequentemente relatados.

0 piroxicam foi mostrado ser um agente de
quimioprevencdo eficaz em modelos animais (Pollard e
Luckert, 1989; Reddy et al., 1987), embora tenha
demonstrado efeitos secundadrios num ensaio IIb recente. Uma
grande meta-andlise dos efeitos secundarios dos NSAID
também indica que o piroxicam tem mais efeitos secundérios
do que outros NSAID (Lanza et al., 1995). 0O sulindac foi
mostrado produzir regressadao dos adenomas em pacientes com
polipose adenomatosa familiar (FAP) (Muscat et al., 1994),
apesar de pelo menos um estudo nos adenomas esporadicos nao
ter mostrado dito efeito (Ladenheim et al., 1995).

A combinagdo de DFMO e piroxicam foi mostrada ter um
efeito quimiopreventivo sinérgico no modelo de rato de
carcinogénese do cdlon tratado com AOM (Reddy et al., 1990),

apesar da DFMO ter exercido um maior efeito supressor do
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que o piroxicam na mutacdo Ki-ras e na tumorigénese, quando
cada agente foil administrado separadamente (Reddy et al.,
1990) . Num estudo, a administracdo de DFMO ou de piroxicam
a ratos tratados com AOM reduziu o numero de tumores com
mutacdes Ki-ras a partir de 90 % até 36 % e 25 %,
respetivamente (Singh et al., 1994). Ambos o0s agentes
também reduziram a quantidade de p2l1 ras bioguimicamente

ativo em tumores existentes.

C. Combinagdes de NSAID

Combinacgdes de varios NSAID também sdo utilizadas para
diversos fins. Ao usar doses menores de dois ou mais NSAID,
é possivel reduzir 0s efeitos secundarios, ou as
toxicidades associadas com doses elevadas de NSAID
individuais. Por exemplo, em algumas realizacdes, o)
sulindac pode ser utilizado em conjunto com o celecoxib. Em
algumas realizagdes, um ou ambos os NSAID sdo inibidores
seletivos de COX-2. Os exemplos de NSAID que podem ser
utilizados gquer isoladamente ou em combinac¢do, incluem, mas
ndo estado limitados a, os seguintes: ibuprofeno, naproxeno,
fenoprofeno, cetoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina,
indometacina, sulindac, etodolac, diclofenac, piroxicam,
meloxicam, tenoxicam, droxicam, lomoxicam, isoxicam, acido
mefendmico, &cido meclofendmico, &cido flufendmico, 4&cido
tolfendmico, celecoxib rofecoxib valdecoxib parecoxib,

lumiracoxib, ou etoricoxib.

VI. Terapia combinada de eflornitine / sulindac

Os estudos pré-clinicos de fadrmacos de quimioprevencao
administrados em combinacdo, a doses baixas, mostram uma
eficdcia notavel na prevencdo de adenomas com poucas
toxicidades adicionais, sugerindo uma estratégia para
melhorar as razdes de risco para beneficio para prevenir os
adenomas recorrentes.

Tal como observado anteriormente, 0 ratinho Min
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(neoplasia intestinal mualtipla), gque partilha um gendtipo
APC/apc mutado com FAP, serve como um modelo experimental
animal Util para pacientes FAP humanos (Lipkin, 1997). O
ratinho Min pode desenvolver mais de 100 adenomas /
adenocarcinomas gastrointestinais ao longo de todo o trato
gastrointestinal aos 120 dias de wvida, o que leva a
hemorragia, obstrucdo e morte. Uma terapia de combinacéao de
DFMO e sulindac mostrou ser eficaz na reducgao de adenomas
nestes ratinhos (patente US n°. 6 258 845; Gerner e
Meyskens, 2004). Os resultados do tratamento de ratinhos
Min quer com DFMO sozinha, sulindac sozinho, ou uma
combinacdo de DFMO e sulindac, na formac¢do do tumor, quer
no célon ou no intestino delgado, sdo mostrados nas figuras
9 e 10. A figura 9 mostra o nuUmero médio de tumores por
tamanho no c¢délon dos trés grupos de tratamento em
comparagdo com o0s controlos nao tratados. A figura 10
mostra o numero médio de tumores por tamanho no intestino
delgado dos trés grupos de tratamento em comparagdo com 0S8
controlos nado tratados. A figura 11 mostra como o numero de
adenomas de elevado grau varia dependendo da terapia

simples ou de combinacéo.

VII. Eficdcia da terapia inibitéria de poliamina com base
no perfil do paciente

Foi demonstrada a eficacia de uma combinacédo
inibitdéria de poliamina de longo  prazo de D, L-o—
difluorometilornitina (DFMO, eflornitine) e sulindac,
diariamente, por via oral, entre pacientes CRA (Meyskens et
al., 2008), no entanto, o tratamento foi associado com
ototoxicidade subclinica modesta (McLaren et al., 2008), e
um maior numero de eventos cardiovasculares em pacientes
com risco cardiovascular de linha de base elevado (Zell et
al., 2009). Os inventores determinaram agora que o gendtipo
ODC1 afeta diferencialmente a recorréncia de adenoma, as

respostas de tecido de ©poliamina, ou os perfis de
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toxicidade depois do tratamento com eflornitine e sulindac
comparado com o placebo.

Trezentos e setenta e cinco pacientes com histdéria de
adenomas ressecados (> ou = 3 mm) foram aleatoriamente
designados para receber 500 mg de difluorometilornitina
(DFMO) oral e 150 mg de sulindac, uma vez por dia, ou
placebos correspondentes, durante 36 meses, estratificados
por uso de aspirina em baixa dose (81 mg) na linha de base
e centro clinico. A colonoscopia de seguimento foi feita
trés anos apds a aleatorizacdo ou fora do estudo. A
recorréncia de adenoma colo-retal foi comparada entre os
grupos com regressao log-binomial. Comparando o resultado
em pacientes que recebem os placebos com aqueles que
recebem a intervencdo ativa, (a) a recorréncia de um ou
mais adenomas foi de 41,1 % e de 12,3 % (razdo de risco,
0,30; dintervalo de confianca de 95 %, 0,18-0,49, P <
0,001); (b) 8,5 % tinham um ou mais adenomas avancados, em
comparagao com 0,7 % dos pacientes (razao de risco, 0,085;
intervalo de confianca de 95 %, 0,011-0,65; P < 0,001); e
(c) 17 (13,2 %) pacientes apresentavam adenomas multiplos
(> 1), na colonoscopia final, em comparacdo com 1 (0,7 %;
razdo de risco, 0,055; 0,0074-0,41, P < 0,001). Os eventos

Q

adversos graves (grau > ou = 3) ocorreram em 8,2 % dos
pacientes no grupo do placebo, em comparacdo com 11 % no
grupo de intervencdo ativa (P = 0,35). N&do houve diferenca
significativa na proporgado de pacientes que relataram
alteracgdes auditivas a partir da linha de base. 0Os pdlipos
adenomatosos recorrentes podem ser marcadamente reduzidos
por uma combinac¢do de baixas doses orais de DFMO e sulindac,
e com poucos efeitos secunddrios. Os detalhes deste estudo
sdo discutidos em maior detalhe em seguida, e em Meyskens
et al., 2008.

O estudo foi interrompido pelo Comité de Monitorizacéo
de Dados de Seguranca (DSMB) apdés 267 pacientes terem

completado as colonoscopias de fim-de-estudo (devido ao
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estudo ter satisfeito os seus pontos finais de eficéacia). O
DSMB monitorizou todos os pontos finais de seguranca e de
eficdcia. Tal como discutido em maior detalhe na seccédo dos
exemplos, este estudo envolve a andlise dos dados dos
pacientes do ensaio de fase III de multiplos centros de
prevengdo de adenoma do cdélon. Veja-se também (Meyskens et
al., 2008).

A. Distribuigdo do gendétipo ODCI1

Foram usados na anadlise de caso um total de 440 casos
identificados de <cancro colo-retal (CRC), a partir do
estudo gene - ambiente CRC da UC Irvine. A duracdo média de
acompanhamento foi de 11 anos. Houveram 270 (61 %) casos de
cancro de cdélon, 162 (37 %) casos de cancro retal, e 8
casos (2 %) de CRC de 1localizacdo nédo especificada. Os
dados clinico-patoldgicos para os casos de cancro do cdlon
e do reto sao apresentados na tabela 1. A distribuicéo do
gendétipo +316 ODC entre todos os casos de CRC foi de 53 %
GG, 41 % GA e 7 % AA. A distribuicdo do gendtipo +316 ODC
foi similar entre os casos de CRC com e sem histéria
familiar. N&ao houveram diferencas significativas na
distribuicdo do gendtipo ODC por idade (P = 0,38), sexo (P
= 0,56), histéria familiar (P = 0,94), local no coldn e
reto (P = 0,55), histologia (P = 0,46), ou grau do tumor (P
= 0,73). A distribuicdo do gendétipo ODC nado diferiu
significativamente por estadio de diagndstico: estadio I
(49 % GG, 42 % GA, 8 AA), estadio II (56 % GG, 38 GA,
6 AA), estadio III (51 % GG, 43 % GA, 6 % AA), estadio IV
(59 % GG, 37 GA, 4 % AA) (P = 0,87). A distribuigéo do

gendtipo ODC por etnia revelou diferencas significativas:

o
o®
\
oe

o

)
o

caucasianos (382 casos: 53 % GG, 41 % GA, 6 % AA,
frequéncia do menor alelo-A = 26 %), afro—-americanos (7

casos: 71 % GG, 29 % GA, 0 % AA, frequéncia do menor alelo-
A = 15 %), hispanicos (21 casos: 57 % GG, 43 % GA, O AR,

o

frequéncia do menor alelo-A = 21 %), e asidticos (27 casos:
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33 GG, 41 GA, 26
46 %) (P = 0,009). No entanto, dentro de cada ragca a

o
o©
o

AA, frequéncia do menor alelo-A =
distribuicdo do gendtipo ODC estava no equilibrio de Hardy-
Weinberg (caucasianos P = 0,36, afro-americanos P = 0,66,

hispanicos P = 0,21, asidticos P = 0,35).

B. Recorréncia de adenoma

A distribuicdo do gendtipo ODCI foi: 126 GG (55 %), 87
GA (38 %), e 15 AA (7 %). As caracteristicas clinicas da

linha de base revelaram diferencas, tal como se mostra na
tabela 1. Em modelos de regressdao com preditores idade,
género, raca, uso de aspirina, tratamento, gendtipo ODC1l e
tratamento, o tratamento foi o Unico fator associado com
diferencas na recorréncia de adenoma, na resposta de tecido
de poliamina, e na ototoxicidade. Foi detetada uma
interacdo estatisticamente significativa para o gendtipo
ODC1 e tratamento no modelo completo para a recorréncia de
adenoma (p = 0,021, de tal modo que o padrao de
recorréncia de adenoma entre pacientes tratados com placebo
foi: 50 % GG, 35 % GA, 29 % AA versus o0s pacientes tratados
com eflornitine / sulindac: 11 % GG, 14 % GA, 57 % AA.

Foi detetada uma interacéo estatisticamente
significativa entre o gendtipo ODCI e o tratamento neste
modelo (P = 0,038). O gendétipo ODCI nado foi associado

significativamente com uma resposta de tecido de putrescina,

ou uma resposta de razdao de espermidina : espermina nos
modelos de regressao completa (dados nao mostrados). O
risco relativo (RR) para a recorréncia de adenoma

relacionado com o tratamento apds o ajuste no modelo de
regressao total foi de 0,39 (IC de 95 %, 0,24-0,66). Nao
houve associacdes significativas entre o) grupo de
tratamento e o gendtipo ODCI em relacdo a eventos adversos
cardiovasculares ou gastrointestinais (tabelas 3 e 4).

Foi agqui observado que o efeito inibitdério do adenoma

de eflornitine e sulindac foi maior entre aqueles com O
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gendétipo ODC1 homozigdtico G grande, em contraste com 0OS
relatdérios anteriores que mostram uma diminuicdo do risco
de adenoma recorrente entre o0s pacientes CRA que receberam
aspirina, portadores de pelo menos um alelo-A (Martinez et
al., 2003; Barry et al., 2006; Hubner et al., 2008). A
distribuicdo do gendétipo ODCI1 foi semelhante a relatada em
ensaios anteriores baseados em aspirina (Martinez et al.,

2003; Barry et al., 2006; Hubner et al., 2008), e o alelo-A
foi associado com um menor risco ndo significativo de
adenoma recorrente no grupo de placebo de acordo com 0s
relatdérios anteriores (Martinez et al., 2003; Hubner et al.,
2008) . Estes resultados demonstram qgque os portadores do
alelo-A de ODC1 diferem em resposta a exposicido prolongada
com eflornitine e sulindac em comparacao aos pacientes dos
gendtipos GG, com os portadores do alelo-A a terem menos
beneficios em termos de recorréncia de adenoma, e potencial
de risco elevado de desenvolver ototoxicidade,

especialmente entre os homozigdticos AA.

C. Andlise de sobrevivéncia

Dos 440 casos de CRC, 138 (31 %) estavam mortos no
momento da andlise. Sessenta e quatro (46 %) Obitos
ocorreram em casos portadores do gendtipo GG, em comparacgao
com 74 (54 %) Obitos em casos com os gendtipos AA/AG. A
causa da morte estava disponivel para 102 dos 138 casos de
CRC falecidos. Oitenta e cinco (83 %) casos de CRC morreram
em consequéncia do CRC. Foi observada uma melhoria
estatisticamente significativa na sobrevivéncia especifica
de CRC entre todos os casos de CRC homozigdticos para o
alelo-G de ODC (10 anos de sobrevivéncia = 84 %), em
comparacgdo com 0s casos com pelo menos um alelo-A (GA/AA
OoDC) (10 anos de sobrevivéncia = 76 %, P = 0,031). A
andlise de sobrevivéncia especifica de CRC por estadio
revelou que as diferencgas de sobrevivéncia

significativamente diferentes n&o foram observadas para o
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estadio I de AJCC (P = 0,055), II (P = 0,61), ou IV (P =
0,65) de CRC. No entanto, entre os casos com estadio III de
CRC, o gendétipo GG de ODC foi associado com melhoria da
sobrevivéncia especifica de CRC de 10 anos: 75 % em
comparacdo com 60 % para os casos de gendétipo GA/AA de ODC;
P = 0,024 (figura 1). Entre os casos de cancro do cdlon,
foi observado um beneficio de sobrevivéncia especifica de
CRC estatisticamente significativo para aqueles com o0
genétipo GG de ODC, em comparag¢do com 0s casos GA/AA de ODC
(taxa de sobrevivéncia de 10 anos = 87 % vs. 79 %, P =
0,029); isto nao foi observado para oS casos de cancro
retal (sobrevivéncia de 10 anos = 78 % para os casos GG de
ODC vs. 72 % para os casos GA/AA de ODC, P = 0,42).

Entre todos os casos de CRC, as estimativas de
sobrevivéncia especifica de CRC com base no gendtipo ODC
apdés ajuste para a idade (anos), género, etnia, histdria
familiar de CRC, estddio TNM no diagnéstico, localizacgdo do
tumor no cdédlon, subtipo histolégico, tratamento com
cirurgia, radioterapia e quimioterapia foram como se segue:
razao de perigo de GG de ODC (HR) = 1,00 (referente), HR de
de GA de ODC = 1,73, e a HR do gendétipo AA de ODC = 1,73
(tendéncia de P = 0,0283). Entre somente casos de cdlon, a
andlise de sobrevivéncia especifica de CRC revelou que o
SNP +316 de oDC foi um preditor independente da
sobrevivéncia especifica de CRC, apds o ajuste para as
varidveis clinicas anteriores. Em comparacdo com 0S Casos
de cancro do cdélon de GG de ODC, o risco de morte (HR)
especifico de CRC foi de 2,31 (1,15-4,64) para o gendtipo
GA de ODC, e de 3,73 (0,93-14,99) para o gendtipo AA de ODC
(tendéncia de P = 0,0006) (tabela 2). A andlise da
sobrevivéncia global destes casos de cancro do cdlon foi
consistente com a andlise de sobrevivéncia especifica de
CRC (tabela 2). Entre os casos de cancro do reto, a analise
de sobrevivéncia especifica de CRC revelou que o SNP +316

de ODC nédo foi um preditor independente da sobrevivéncia
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especifica de CRC, apds o ajuste para as varidveis clinicas
citadas anteriormente. Em comparacdo aos casos de cancro
retal de GG de ODC (HR = 1,00, referéncia), o risco de
morte (HR) especifico do CRC foi de 1,72 (0,83-3,57) para
0s heterozigbéticos de GA de ODC, e de 1,93 (0,56-6,67) para
os homozigdéticos de AA de ODC (tendéncia de P = 0,12).

Tal como referido anteriormente, a distribuicdo do
gendtipo +316 de ODC diferiu entre a etnicidade. O risco de
mortalidade observado, gue nao por acaso, provavelmente
reflete as diferencas com base no gendtipo ODC, no entanto,
0 risco pode ser restrito a um grupo étnico especifico.
Assim, as andlises multivariadas foram realizadas entre os
casos de cancro de cdélon de caucasianos, para avaliar o
risco de mortalidade especifica do gendtipo dentro deste
grupo étnico. Entre os 234 casos de cancro do cdlon de
caucasianos, houveram 37 mortes relacionadas com o CRC. A
andlise multivariada de sobrevivéncia especifica de CRC
revelou que o SNP +316 de ODC foi um preditor independente
da sobrevivéncia especifica de CRC entre os casos de cancro
do cdélon de caucasianos, apds o ajuste para as variéaveis
clinicas relevantes c¢itadas anteriormente. Em comparacéo
com os casos com gendétipo GG de ODC (HR = 1,00, referéncia),
o0 risco de morte (HR) especifico do CRC foi de 2,67 (1,22-
5,82) para o gendtipo GA de ODC, e de 6,28 (1,46-26,95)
para o gendétipo AA de ODC (tendéncia de P = 0,0018).

As diferencas de sobrevivéncia especifica de gendtipos
entre casos de CRC foram limitadas a casos de cancro do
cédlon: em comparacgdo aos casos de gendtipo GG de ODC (HR =
1,00, referéncia) a razédo de risco de perigo (HR) ajustada
CRC-SS foi de 2,31 (1,15-4,64) para os casos de GA de 0ODC,
e de 3,73 (0,93-14,99) para os casos de AA de O0ODC
(tendéncia de P = 0,006). Em células de cancro do cdbélon, o
SNP +316 de ODC, ladeado por duas “E-boxes”, prevé a
atividade do promotor de ODC. O ativador da “E-box” c-MYC e

0s repressores MADI e MAD4 ligam-se preferencialmente ao
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menor alelo-A, em comparacdo com o grande alelo-G em
células cultivadas.

Com base nesta andlise de base populacional dos casos
de cancro colo-retal com uma duracgcdo de seguimento de 11
anos, oObservou-se que o SNP +316 de ODC estava associado a
sobrevivéncia especifica de cancro colo-retal entre o0s
casos de cancro do cdlon. Foi observado um risco aumentado
estatisticamente significativo de mortalidade especifica de
CRC, com cada alelo-A de ODC adicional entre os casos de
cancro do cdélon, ou seja, de GG de ODC para GA para AA
(tendéncia de P = 0,006), apds ajuste para idade, género,
etnia, estadio do tumor, histdéria familiar de CRC, local do
tumor, histologia, tratamento com cirurgia, radioterapia e

quimioterapia.

D. Regulagdo especifica de alelo de fatores de transcricgédo

Os dados experimentais aqui apresentados fornecem
ideias sobre possiveis mecanismos bioldgicos subjacentes as
nossas observagbes clinicas. Em células epiteliais de
cancro do cdlon, nds mostrdmos que o SNP +316 de ODC é
funcionalmente significativo, tal como mostrado por um
aumento de ligacdo de fatores de transcricdo de “E-box” a
elementos do promotor contendo alelos-A em comparacao com
alelos-G. Tanto o ativador c¢c-MYC e o repressor MADI mostram
maiores efeitos sobre a atividade do promotor em elementos
repdrter contendo alelos-A vs. alelos-G. Estes resultados
sugerem regulacdo especifica de alelo de ODC por fatores de
transcrigdo “E-box”. A atividade da enzima proteina ODC nao
é aparentemente influenciada pelo gendtipo SNP +316 de ODC,
que acreditamos que influencia a transcricdo de ODC.

Nas células do cdlon, tem sido mostrado que a
expressdo condicional de APC do tipo selvagem, um gene
expresso na mucosa coldénica normal, suprime c-MYC, e
aumenta a expressao de MADI (Fultz e Gerner, 2002). Para

além disso, tem sido relatado gque APC do tipo selvagem pode
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regular a atividade de promotor de ODC de wuma maneira
dependente do SNP +316 (Martinez et al., 2003). APC do tipo
selvagem é expresso na mucosa coldnica aparentemente normal
de individuos ndo afetados com FAP, ao passo que a maioria
dos adenomas do cdlon esporddicos mostram evidéncias de APC
mutado ou eliminado (Iwamoto et al., 2000). MYC & expressa
em niveis Dbaixos na mucosa 1ntestinal normal, mas &
aumentada em adenomas intestinais de ratinhos APC*™*. 0
knockout condicional da expressdo de MYC intestinal
epitelial suprime a tumorigénese intestinal em ratinhos
Apctn/t (Ignatenko et al., 20006) . Tal como descrito
anteriormente, o trabalho anterior do nosso grupo (Martinez
et al., 2003) e de outros (Hubner et al., 2008) demonstrou
um papel protetor para o alelo-A de ODC, especialmente em
usuarios de aspirina, contra a recorréncia de pdlipos do
cédlon em ensaios clinicos de prevencdo. No entanto, no
estudo de base populacional apresentado aqui, o alelo-A de
ODC foi associado com menor sobrevivéncia. Esta aparente
contradicéo pode ser explicada pelos resultados
apresentados aqui, gque 1indicam qgue ambos o0s ativadores e
repressores “E-box” ligam seletivamente o alelo-A de ODC.
Os 1nventores especulam que a transicdo de epitélio normal,
que expressa repressores “E-box", para o epitélio
neopldsico, pode ser retardada em individuos com alelos-A
de ODC. Este efeito pode resultar da supressdo da sintese
de poliamina. No entanto, se o epitélio transformado comeca
a expressar ativadores “E-box” (tal como c¢-MYC), entdao a
progressao do cancro pode ser mais provavel de ocorrer em
individuos com o gendtipo A de ODC. 0Os nossos resultados
para o risco de mortalidade especifica de cancro do cdlon
sdo consistentes com os de outros, gque mostram gque O risco
de cancro da prdstata pode ser associado com o alelo-A de
ODC entre individuos especificos, como o resultado de
interacgdes ambientais do gene (O'Brien et al., 2004;

Visvanathan et al., 2004.). Essa progressao de cancro do
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célon pode ser devida a um aumento da sintese de poliamina,
como ja& foi demonstrado para o cancro da prdéstata (Simoneau
et al., 2008).

Esta descoberta de que um fator, tal como o SNP de ODC,
pode ter tanto efeitos de promocdo e de inibicdo sobre a
carcinogénese nao é unica. Por exemplo, o fator
transformador de crescimento beta (TGF-p) tem varios papéis
na carcinogénese e na progressdo do cancro (Derynck et al.,
2001; Pardali e Moustakas, 2007; Roberts e Wakefield, 2003).
O TGF-p em células ndo transformadas inibe a proliferacgéao
celular e induz a apoptose. No entanto, € sobre-expresso em
todos os tumores humanos, e estd associado com a progressao
tardia do cancro, especificamente a invasdo tumoral e as
metédstases. Um Unico estudo que relata a atividade de 0ODC
em tumores colo-retalis humanos demonstrou que elevados
niveis de expressdo de ODC estavam significativamente
associados com melhoria da sobrevivéncia (Matsubara et al.,
1995). Isto sugere que, apesar de a sobre-expressao de ODC
promover a formacdo de adenomas colo-retais humanos, &
possivel que em lesdes estabelecidas, a sobre-expressido de
ODC causa melhoria na proliferacdo, e estd associada com
uma melhor resposta a tratamentos antiproliferativos. No
entanto, esse estudo n&o incluiu estratificacgcdo por
gendtipo de ODC, por 1isso ndo se sabe se estes efeitos sao
independentes do gendtipo de ODC.

As associacbes observadas do SNP +316 de ODC com a
mortalidade especifica de CRC foram limitadas aos casos de
cancro do cdélon. Entre os casos de cancro do cdlon, foram
observados efeitos particularmente fortes para caucasianos.
De forma semelhante a outros relatos, a frequéncia do alelo
SNP +316 de ODC difere consideravelmente por etnia (O'Brien
et al., 2004). Quando os inventores limitaram a andlise de
sobrevivéncia somente aos caucasianos (ou seja, o unico
grupo étnico com poténcia adequada para tais anadlises), as

associacbes do SNP +316 de ODC foram significativas, e de
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maior magnitude do gue as estimativas observadas por toda a
coorte.

O estudo epidemiolégico partilha limitacdes de outras
andlises de base populacional, incluindo a falta de dados
sobre as condig¢des comdérbidas, o estado de desempenho, e o0s
regimes quimioterapéuticos especificos utilizados. Para
além disso, as amostras de bidpsia de tecido obtidas dos
participantes do estudo de gene - ambiente da UC Irvine de
cancro colo-retal familiar sdo espécimes embebidos em
parafina e, portanto, ndoc podem ser usados para uma analise
precisa de quantificacéao tecido de poliaminas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). H& também
a possibilidade de viés de selecgdo, favorecendo um grupo
relativamente sauddvel de sobreviventes de CRC, uma vez que
houve uma média de demora de 16 meses a partir do momento
do diagnéstico de CRC até a inclusdo no estudo. Outros
fatores que afetam o metabolismo de poliamina que ndo foram
contabilizados no presente estudo podem explicar as nossas
observacgdes. Por exemplo, a aspirina ativa a acetilacdo de
poliamina e exporta e trabalha com o alelo-A de ODC para
reduzir o teor de poliamina de células e tecido (Gerner et
al., 2004; Martinez et al., 2003; Babbar et al., 20006).

Em resumo, os inventores tém observado consequéncias
clinicas do SNP +316 de ODC na mortalidade especifica de
CRC entre os casos de cancro do cdélon. Para além disso, os
inventores estabeleceram ainda mais o significado funcional
do SNP +316 de ODC na transcrigcdo deste gene dependente de
c-MYC e de MAD1, em células de cancro do cdélon humano. Em
conjunto, estes resultados experimentais e epidemioldgicos
sugerem papéis para o SNP +316 de ODC na progressédo de
cancro do cdélon, que sdo distintos do seu papel previamente
relatado na progressdo para adenomas do c¢dbdélon. Estes
resultados podem ser usados para avaliar o risco de
progressao de cancro do cdlon, e podem ser usados para

direcionar a gestdo farmacogenética especifica do paciente,
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a monitorizacgdo de vigiléncia, e informar novas abordagens
direcionadas para a prevencdo secunddria e tercidria de

cancro do cdlon.

E. Sumdrio

Foi detetada uma interacéao estatisticamente
significativa para o gendétipo ODCl e tratamento no modelo
completo para a recorréncia de adenoma (P = 0,021), de tal
modo que o padrdo de recorréncia de adenoma entre pacientes
tratados com placebo foi: 50 % GG, 35 % GA, 29 % AA versus
GG,

AA. Aqui foi observado que o efeito

oe

pacientes tratados com eflornitine / sulindac: 11
14 GA, 57

o
oe

inibitdério do adenoma de eflornitine e sulindac foi maior
entre agqueles com o gendtipo ODCI homozigdtico para o maior
G, em contraste com os relatdrios anteriores qgque mostram
uma diminuicdo do risco de adenoma recorrente entre os
pacientes CRA que receberam aspirina portadores de pelo
menos um alelo-A (Martinez et al., 2003; Barry et al.,
2006; Hubner et al., 2008). Estes resultados demonstram que
0s portadores do alelo-A de 0ODCIl diferem em resposta a uma
exposicao prolongada de eflornitine e sulindac em
comparagdo com pacientes com o gendétipo GG, com 0S
portadores do alelo-A a terem menos beneficio em termos de
recorréncia de adenoma, e potencial de risco elevado de
desenvolver ototoxicidade, especialmente entre 0S8

homozigdticos AA.

VIII. Andlise de polimorfismo

0O gendétipo na posicado +316 do gene promotor de ODCI do
paciente pode ser determinado usando os métodos fornecidos
em seguida, incluindo os métodos especificos descritos na
seccdo de exemplos. Estes métodos ©podem ser ainda
modificados e otimizados utilizando os ©principios e
técnicas de biologia molecular, tal como aplicados por um

perito na tecnologia. Tails principios e técnicas séo
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ensinados, por exemplo, em Small et al., (2002). Os métodos
gerais utilizados para a identificacdo de polimorfismos de
um uUnico nucledétido (SNPs) sao fornecidos em seguida. A
referéncia de Kwok e Chen (2003) e Kwok (2001) fornecem uma
visdo geral de alguns destes métodos.

Os SNP relativamente ao ODCI1 podem ser caracterizados
pelo uso de qgualquer um destes métodos, ou de uma
modificacdo adequada dos mesmos. Tais métodos incluem a
sequenciacgédo direta ou indireta do local, a utilizacdo de
enzimas de restricdo, onde os alelos respetivos do local
criam ou eliminam um local de restricdo, o uso de sondas de
hibridagdo especificas para os alelos, o uso de anticorpos
que sdo especificos para as proteinas codificadas pelos
diferentes alelos do polimorfismo, ou qualgquer outra

interpretacgdo bioguimica.

A. Sequenciagdo de ADN

Um método normalmente utilizado para caracterizar um
polimorfismo ¢é a sequenciacdo direta do ADN do locus
genético que flanqueia e inclui o polimorfismo. Tal andlise
pode ser realizada utilizando quer o "método de terminacéo

da cadeia mediada por didesoxi", também conhecido como o

"método de Sanger" (Sanger et al., 1975), ou o "método de
degradacdo quimica"™, também conhecido como o "método de
Maxam-Gilbert " (Maxam et al., 1977). A sequenciacdo em

combinacdo com as tecnologias de amplificacgdo de sequéncias
gendmicas especificas, tais como a reacdo em cadeia da
polimerase pode ser utilizada para facilitar a recuperacgao
dos genes desejados (Mullis et al., 1986; pedido de patente
Europeia 50 424; pedido de patente Europeia 84 796, pedido
de patente europeia 258 017, pedido de patente Europeia 237
362; pedido de patente Europeia 201 184; Patentes U.S. 4
683 202, 4 582 788 e 4 683 194).
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B. Resisténcia a exonuclease

Outros métodos gue podem ser empregues para determinar
a identidade de um nucledtido presente num local
polimérfico utilizam um derivado de nucledtido
especializado resistente a exonuclease (patente U.S. 4 656
127) . Um oligonucledétido iniciador complementar a uma
sequéncia alélica imediatamente a 3' do local polimdérfico é
hibridado com o ADN sob investigacéao. Se o local
polimérfico no ADN contém um nucledtido que €& complementar
ao derivado de nucledétido especifico resistente a
exonuclease presente, em seguida, esse derivado seré
incorporado por uma polimerase na extremidade do
oligonucledétido iniciador hibridado. Tal incorporacgdo torna
o oligonucledétido iniciador resistente a clivagem da
exonuclease e permite assim a sua detecdo. A medida que a
identidade do derivado resistente a exonuclease € conhecida,
pode-se determinar o nucledtido especifico presente no

sitio polimérfico do ADN.

C. Métodos de microssequenciacgédo

Tém sido descritos véarios outros procedimentos de
incorporacédo de nucledétidos guiada por oligonucledtido
iniciador para testar locais polimdérficos no ADN (Komher et
al., 1989; Sokolov, 1990; Syvanen 1990; Kuppuswamy et al.,
1991; Prezant et al., 1992; Ugozzoll et al., 1992; Nyren et
al., 1993). Estes métodos baseiam-se na incorporacdo de
desoxinucledétidos marcados para distinguir entre as bases
num local polimérfico. Como o sinal ¢é proporcional ao
numero de desoxinucledétidos incorporados, os polimorfismos
gue ocorrem no percurso da mesma sequéncia de nucledtidos
resultam num sinal que é proporcional ao comprimento do

percurso (Syvanen et al., 1990).

D. Extensdo em solugédo

A patente francesa 2 650 840 e o pedido de patente PCT
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W091/02087 discutem um método baseado em solucdo para a
determinacdo da identidade do nucledétido de um local
polimérfico. De acordo com estes métodos, € wusado um
oligonucledtido iniciador complementar as sequéncias
alélicas 1imediatamente a 3' de um sitio polimdérfico. A
identidade do nucledétido daguele 1local ¢é determinada
utilizando derivados de didesoxinucledétidos marcados, que
sao incorporados na extremidade do oligonucledtido
iniciador se complementares as sequéncias de nucledtidos do

local polimérfico.

E. Andlise genética de bit ou extensdo de fase sélida

0 pedido de patente PCT W092/15712 descreve um método
que utiliza misturas de terminadores marcados e um
oligonucledétido iniciador que é complementar a sequéncia 3'
de um local polimérfico. O terminador marcado que &
incorporado é complementar ao nucledétido presente no local
polimérfico da molécula alvo a ser avaliada, e € assim
identificado. Aqui, o oligonucledétido iniciador ou a

molécula alvo é imobilizado numa fase sdlida.

F. Ensaio de ligagdo de oligonucleétido (OLA)

Trata-se de um outro método de fase sdélida que utiliza
uma metodologia diferente (Landegren et al., 1988). Sé&o
usados dois oligonucleétidos, capazes de hibridizar com
sequéncias confinantes de uma uUnica cadeia de um ADN alvo.
Um destes oligonucledétidos é biotinilado, enquanto o outro
estd marcado de forma detetavel. Se ¢é encontrada a
sequéncia complementar precisa numa molécula alvo, o0S
oligonucledétidos 1ir&o hibridar de modo a que as suas
extremidades encostam, e criam um substrato de ligacgao. A
ligagdo permite a recuperagdo do oligonucledtido marcado
usando avidina. Foram também descritos outros ensaios de
detecdo de 4cidos nucleicos, com base neste método,

combinados com PCR (Nickerson et al., 1990). Agqui a PCR é
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utilizada para alcangcar a amplificacdo exponencial do ADN

alvo, que é entédo detetado utilizando o OLA.

G. Andlise genética bit mediada por ligase / polimerase

A patente U.S. 5 952 174 descreve um método que
envolve também dois oligonucledétidos iniciadores capazes de
hibridar com sequéncias confinantes de uma molécula alvo. O
produto hibridado ¢ formado sobre um suporte sédélido ao qual
o alvo é imobilizado. Aqui, a hibridacdo ocorre de tal modo
que o0s oligonucledétidos iniciadores estdo separados um do
outro por um espaco de um sé nucledtido. A incubacdo deste
produto hibridado na presenca de uma polimerase, uma ligase,
e uma mistura de trifosfato de nucledsido que contém pelo
menos um trifosfato de desoxinucledsido, permite a ligacéo
de qualguer par de oligonucledtidos confinantes hibridados.
A adigdo de uma ligase resulta em dois eventos necessarios
para gerar um sinal, a extensdo e a ligacdo. Isto fornece
uma especificidade mais elevada e um "ruido" mais baixo do
que os métodos usando somente quer a extensdo ou a ligacéao
e, ao contrario dos ensaios baseados em polimerase, este
método aumenta a especificidade da etapa de polimerase,
combinando-a com uma segunda hibridacdo e uma etapa de

ligagdo, para um sinal ser ligado a fase sdlida.

H. Reagdes de clivagem invasiva

As reagbes de clivagem invasiva podem ser utilizadas
para avaliar o ADN celular para um polimorfismo especifico.
Uma tecnologia denominada INVADER® emprega tails reacdes
(por exemplo, de Arruda et al., 2002; Stevens et al., 2003).
Em geral, existem trés moléculas de &acido nucleico: 1) um
oligonucledétido a montante do local alvo ("oligo a
montante"), 2) uma sonda de oligonucledétido que cubra o
local alvo ("sonda™), e 3) um ADN de cadeia simples com o
local alvo ("alvo"). O oligo a montante e a sonda nao se

sobrepdem, mas contém sequéncias contiguas. A sonda contém
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um fluordforo dador, tal como a fluoresceina, e um corante
aceitador, tal como o Dabcyl. O nucledtido na extremidade
do terminal 3' do oligonucledétido a montante sobrepde
("invade") o primeiro par de bases de uma duplex de sonda
alvo. Em seguida, a sonda ¢é clivada por uma estrutura
especifica de nuclease 5' provocando a separacadao do par
fluordéforo / extintor, o que aumenta a gquantidade de
fluorescéncia que pode ser detetada. Veja-se Lu et al.,
2004.

Em alguns casos, © ensaio €& conduzido sobre uma

superficie sélida, ou num formato de matriz.

I. Outros métodos para detetar SNP

Sao apresentados em seguida varios outros métodos
especificos para a detecdo e identificacdo de polimorfismo,
e podem ser wutilizados <como tal ou com modificagdes
adequadas, em conjunto com a identificacdo de polimorfismos
do gene O0ODC1 da presente invencdo. Também sdo descritas
vadrios outros métodos no sitio do SNP da NCBI na internet
em ncbi.nlm.nih.gov/SNP.

Numa realizacd&o especifica, os hapldétipos ampliados
podem ser determinados em qualquer dado local numa
populacao, o que permite identificar precisamente os SNP
que serdo redundantes, e quals 1irdao ser essenciais em
estudos de associacgdo. Este ultimo é referido como "SNP
marcador de haplotipo (htSNP)", marcadores gque captam oS
hapldétipos de um gene ou de uma regido de desequilibrio de
ligacdo. Veja—-se Johnson et al., (2001) e Ke e Cardon
(2003), para métodos exemplares.

O ensaio VDA utiliza a amplificagcdo por PCR de
segmentos gendmicos através de métodos que utilizam
reagentes de PCR longos TaKaRa LA Taqg, e outras condicgdes
de reacgcdo padrdo. A amplificacdo longa pode amplificar
tamanhos de ADN de cerca de 2000-12.000 pb. A hibridacado de

produtos de detetor de matriz de variante (VDA) pode ser
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realizada por um Centro Affymetrix High Throughput
Screening, e analisados com o software informdtico.

Um método chamado ensaio Chip utiliza a amplificacéo
por PCR de segmentos gendmicos por protocolos de PCR padréo
ou longos. Os produtos de hibridacdo sao analisados por VDA,
Halushka et al., (1999) . Os SNP sao geralmente
classificados como "certos"™ ou "provaveis", com base em
andlise de computador de ©padrdes de hibridacéo. Em
comparacdo com os métodos de detecdo alternativos, tais
como a sequenciacgdo de nucledtidos, os SNP "certos" foram
confirmados 100 % do tempo; e os SNP "provaveis" foram
confirmados 73 % do tempo por este método.

Outros métodos envolvem simplesmente a amplificacéao
por PCR a seguir a digestdao com a enzima de restricéo
relevante. No entanto, outros envolvem a sequenciacdo dos
produtos de PCR purificados de regides gendmicas conhecidas.

Em ainda outro método, o0s exbes individuais ou os
fragmentos que se sobrepdem de grandes exdes sao
amplificados por PCR. Os oligonucledétidos iniciadores séao
concebidos a partir de sequéncias publicadas ou de bases de
dados, e a amplificagdo por PCR de ADN gendmico é realizada
utilizando as condigdes que se seguem: 200 ng de ADN molde,
0,5 pM de cada oligonucledétido iniciador, 80 uM de cada de
dCTp, dATP, dTTP e dGTP, 5 % de formamida, 1,5 mM de MgClg,
0,5 U de Tag polimerase e 0,1 volumes de tampao de Tag. A
ciclagem térmica ¢é realizada e os produtos de PCR
resultantes sao analisados por andlise de PCR de
polimorfismo de conformagdo de cadeia utnica (PCR-SSCP), sob
uma variedade de condigdes, por exemplo, 5 ou 10 % de gel
de poliacrilamida com 15 % de ureia, com ou sem 5 % de
glicerol. A eletroforese é realizada durante a noite. Os
produtos de PCR qgque mostram mudancas de mobilidade sé&o
reamplificados e sequenciados para identificar a wvariacéao
de nucleétidos.

Num método chamado CGAP-GAT (DEMIGLACE), sao
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carregados na memdria os dados da sequéncia e alinhamento
(de um arquivo PHRAP.ace), pontuacdo de qualidade para as
chamadas bases de sequéncia (a partir de arquivos de
qualidade PHRED), informacdo de disténcia (a partir de
programas PHYLIP dnadist e vizinhos) e de dados chamando de
base (da alteragcdo de PHRED'-d'). As sequéncias séo
alinhadas e examinadas para cada bloco vertical ('fatia')
do conjunto resultante para discorddncia. Qualquer dita
fatia ¢é considerada um SNP candidato (DEMIGLACE). Sé&o
usados uma série de filtros por DEMIGLACE para eliminar
fatias que ndo sdo suscetiveis de representar polimorfismos
verdadeiros. Estes incluem filtros <que: (1) excluem
sequéncias em qualquer fatia a partir da consideracdo de
SNP onde a pontuacdo de qualidade da sequéncia vizinha
baixa 40 % ou mais; (ii) excluem as chamadas em que a
amplitude do pico estd abaixo do percentil quinze de todas
as chamadas de base para esse tipo de nucleédtido; (iii)
desqualificam regides de uma sequéncia com um elevado
nimero de divergéncias com o consenso de participar de
cdlculos de SNP; (iv) removem da ordem qualgquer chamada de
base com uma chamada alternativa, na qual o pico ocupa 25 %
ou mais da &rea do pico da chamda; (v) excluem variacgdes
que ocorrem em apenas uma direcdo de leitura. As pontuacdes
de qgualidade PHRED foram convertidas em valores de
probabilidade de erro para cada nucledétido na fatia. Séo
usados métodos padrédo Baysian para calcular a probabilidade
posterior de que existe evidéncia de heterogeneidade de
nucledétidos numa dada localizacéo.

Num método chamado CU-RDF (RESEQ), € realizada a
amplificacdo por PCR a partir de ADN isolado a partir de
sangue, utilizando oligonucledétidos iniciadores especificos
para cada SNP, e apds os protocolos tipicos de limpeza para
remover 0s oligonucledétidos iniciadores nédo utilizados e os
nucledétidos livres, sequenciacdo direta, usando 0SS mesmos

ou oligonucledétidos iniciadores préximos.
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Num método chamado DEBNICK (método B), € realizada uma
andlise comparativa das sequéncias EST agrupadas, e
confirmada por sequenciamento de ADN com base fluorescente.
Num método relacionado, denominado DEBNICK (método C), &
realizada e confirmada por anédlise de vestigios a anédlise
comparativa das sequéncias de EST agrupadas com qualidade
phred > 20 no local do desemparelhamento, qualidade média
phred > = 20 por 5 bases no flanco 5' e 3' do SNP, sem
desemparelhamentos em 5 bases 5' e 3' do SNP, pelo menos
duas ocorréncias de cada alelo.

Num método identificado por ERO (RESEQ) , sao
concebidos novos conjuntos de oligonucledétidos iniciadores
para STS publicados eletronicamente, e usados para
amplificar o ADN de 10 espécies diferentes de ratinho. O
produto de amplificacdo de cada estirpe é entdo purificado
em gel e sequenciado usando um padrdo de didesoxi, técnica
de sequenciacdo com ciclo de terminadores marcados com °P.
Todas as reacgdes terminadas em ddATP sdo entdo carregadas
em pistas adjacentes de um gel de sequenciagdo, seguidas
por todas as reagbes ddGTP, e assim por diante. Os SNP séo
identificados por digitalizacdo visual das radiografias.

Em outro método identificado como ERO (RESEQ-HT), séo
concebidos novos conjuntos de oligonucledtidos iniciadores
para sequéncias de ADN murino publicadas eletronicamente, e
usados para amplificar o ADN de 10 espécies diferentes de
ratinho. O produto de amplificacdo de cada estirpe ¢é
preparado para a sequenciacao por tratamento com a
exonuclease I e a fosfatase alcalina de camardao. A
sequencia¢gdo é realizada utilizando o Kit ABI Prism Big Dye
Terminator Ready Reaction (Perkin-Elmer), e as amostras de
sequéncia sdo corridas no 3700 DNA Analyzer (sequenciador
de 96 capilares).

FGU-CBT (SCA2-SNP) identifica um método em que a
regido que contém o SNP foil amplificada por PCR usando oS
oligonucledétidos iniciadores SCA2-FP3 e SCA2-RP3. Cerca de
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100 ng de ADN gendmico é amplificado num volume de reacgéo
de 50 ml, contendo uma concentracdao final de 5 mM de Tris,
25 mM de KC1, 0,75 mM de MgCl,, 0,05 % de gelatina, 20 pmol
de cada oligonucleétido iniciador e 0,5 U de Tag ADN
polimerase. As amostras sao desnaturadas, emparelhadas e
alongadas, e o produto de PCR é purificado a partir de uma
banda cortado do gel de agarose, utilizando, por exemplo, O
kit de extracdo de gel QIAquick (Qiagen), e €& sequenciado
usando quimica de terminador de corante num sequenciador de
ADN ABI Prism 377 automatizado com os oligonucledtidos
iniciadores de PCR.

Num método identificado como JBLACK (SEQ/RESTRICT),
sdo realizadas duas reacbes de PCR independentes com o ADN
genémico. Os produtos da primeira reac¢do sdo analisados por
sequenciacédo, indicando um sitio de restricgdo unico FspI. A
mutacdo € confirmada no produto da segunda reacdo de PCR
por digestao com Fspl.

Num método descrito como KWOK (1), os SNP sao
identificados por comparacdo dos dados de sequéncia
genémico de alta qualidade de quatro individuos escolhidos
aleatoriamente, por sequenciacao direta de ADN dos produtos
de PCR com quimica de terminador corante (veja-se Kwok et
al., 1996). Num método relacionado identificado como KWOK
(2) os SNP sdo identificados por comparacao dos dados da
sequéncia gendémica de alta qualidade a partir de
sobreposicao de grandes clones de insercgao, tals como os
cromossomas artificiais de bactérias (BAC), ou 0s
cromossomas artificiais a Dbase de Pl (PAC). Uma STS
contendo este SNP ¢ entdo desenvolvida e a existéncia do
SNP em varias populacgdes ¢é confirmada por sequenciacgdo de
ADN reunido (veja-se Taillon-Miller et al., 1998). Num
outro método semelhante chamado KWOK (3), os SNP séao
identificados por comparacdo de dados de sequéncia gendmica
de alta qualidade a partir sobreposicdo de grandes clones

de inser¢do BAC ou PAC. Os SNP encontrados através desta
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abordagem representam variacgdes na sequéncia de ADN entre
0s dois cromossomas doadores, mas ainda néo foram
determinadas as frequéncias alélicas na populacdo geral. No
método KWOK (5), os SNP sédo identificados por comparacao de
dados de sequéncias gendmicas de alta qualidade a partir de
uma amostra de ADN homozigdtica, e uma ou mais amostras de
ADN reunidas, por sequenciacdo direta de ADN dos produtos
de PCR com quimica de terminador corante. As STS utilizados
sdo desenvolvidas a partir de dados de sequéncias
encontradas em bancos de dados disponiveis publicamente.
Especificamente, estes STS sao amplificados por PCR contra
uma mole hidatiforme completa (CHM) qgque tem sido mostrada
ser homozigética em todos os loci, e um conjunto de
amostras de ADN a partir de 80 originais de CEPH (veja-se
Kwok et al., 1994).

Em outro dito método, KWOK
(OverlapSnpDetectionWithPolyBayes), o©os SNP sdo descobertos
por andlise automatizada de computador das regides de
sobreposicdo de grandes insercdes de sequéncias de clones
de genoma humano. Para a aquisicdo de dados, as sequéncias
de clones sao obtidas diretamente a partir de centros de
sequenciacdo em larga escala. Isto € necessario porque as
sequéncias de qualidade de Dbase ndo estdo presentes /
disponiveis através de GenBank. O processamento de dados
brutos envolve a andlise de sequéncias de clones e
informacdes de acompanhamento de qualidade de base para
consisténcia. As sequéncias terminadas ('base perfeita',
taxa de erro inferior a 1 em 10.000 pb) sem sequéncias de
qualidade de base associadas sé&o atribuidas um valor de
qualidade de base uniforme de 40 (taxa de erro de 1 em
10.000 pb). Sé&o rejeitadas as sequéncias de rascunho sem
valores de qualidade de base. As sequéncias processadas sao
inseridas numa base de dados local. E também armazenada uma
versao de cada sequéncia com repetigdes mascaradas humanas

conhecidas. A repeticdo de mascaramento € realizada com o
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programa "MASKERAID". Detecao de sobreposicao: as
sobreposicdes putativas sao detetadas com o programa
"WUBLAST". S&o seguidas varias etapas de filtragem a fim de
eliminar os resultados da detecdo de sobreposicido falsos,
ou seja, semelhancas entre um par de sequéncias de clones
que surgem devido a duplicacdo de sequéncia em oposicdo a
verdadeira sobreposicgao. 0 comprimento total de
sobreposicdo, percentagem de semelhanca global, o numero de
diferencas de sequéncias entre os nucledtidos com o wvalor
alto de qualidade de base "desemparelhamentos de alta
qualidade."™ Os resultados também sdo comparados com 0sS
resultados de mapeamento de fragmento de restricdo de
clones gendémicos no Centro Washington University Genome
Sequencing, relatdérios de acabamentos em sobreposicgdes, e
os resultados do continuo esforco de contrucdo de sequéncia
na NCBI. Detecdo de SNP: a sobreposicdo de pares de
sequéncia de clones sdo analisadas para locais  SNP
candidatos com o software de detecdo de SNP 'POLYBAYES'. As
diferencas de segquéncia entre o par de sequéncias séo
pontuadas para a probabilidade da representacao de
verdadeira variacdo de sequéncia em oposicdo a um erro de
sequenciacédo. Este processo requer a presenca de valores de
qgualidade de base de ambas as sequéncias. 0Os candidatos com
pontuagdo alta sdo extraidos. A pesquisa ¢é restrita a
variacdes do tipo de substituicdo de par de Dbases
individual. A pontuacdo de confianga do SNP candidato ¢é
calculada pelo software POLYBAYES.

No método i1dentificado por KWOK (ensaio TagMan), o
ensaio TagMan é usado para determinar os gendtipos para 90
individuos aleatdérios. No método identificado por KYUGEN
(1), as amostras de ADN de populagcdes 1indicadas séao
reunidos e analisados por PLACE-SSCP. As alturas de pico de
cada alelo na andlise conjunta sdo corrigidas por aqueles
num heterozigdtico, e sdo utilizadas posteriormente para o

cdlculo das frequéncias alélicas. As frequéncias alélicas
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Q.

superiores a 10 % sdo quantificados de forma fidvel por
meio deste método. A frequéncia alélica = 0 (zero)
significa que o alelo foi encontrado entre os individuos,
mas O pico correspondente nao é visto no exame do conjunto.
A frequéncia alélica = 0-0,1 indica gque os alelos menores
sdo detetados no conjunto, mas os picos sado baixos demais
para quantificar de forma fidvel.

Em ainda outro método identificado como KYUGEN (Método
1), os produtos de PCR sé&o pds-marcados com corantes
fluorescentes, e analisados por um sistema de eletroforese
capilar automatizada, sob condicgdes de SSCP (PLACE-SSCP).
Sdo analisados quatro ou mais ADN individuais com ou sem
dois ADN do conjunto (conjunto Japonés e conjunto de
originais CEPH) numa série de experiéncias. 0Os alelos sao
identificados por inspecao visual. Os ADN individuais com
gendtipos diferentes sao sequenciados e 0s SNP
identificados. As frequéncias alélicas sao estimadas a
partir de alturas de pico nas amostras combinadas, apds a
correcdo do viés de sinal usando as alturas de pico em
heterozigdéticos. Os oligonucledtidos iniciadores de PCR sao
marcados para terem 5'-ATT ou 5'-GTT nas suas extremidades
para a pdés-marcacao de ambas as cadeias. As amostras de ADN
(10 ng/ul) sdo amplificadas em misturas de reagdo contendo
o tampdo (10 mM de Tris-HCl, pH 8,3 ou 9,3, 50mM de KC1,
2,0 mM de MgCl,), 0,25 puM de cada oligonucledétido iniciador,
200 pM de cada dNTP, e 0,025 unidades/pl de Tag ADN
polimerase pré-misturada com o anticorpo anti-Tag. As duas
cadeias de produtos de PCR sao marcadas diferencialmente
com nucledétidos modificados com R110 e R6G, por uma reacgao
de intercémbio de fragmento de Klenow da ADN polimerase I.
A reacdo é parada pela adigdo de EDTA, e os nucledtidos nao
incorporados sédo desfosforilados pela adicédo de fosfatase
alcalina intestinal de vitelo. Para SSCP: uma aliguota de
produtos de PCR marcados com fluorescéncia e marcadores

internos marcados com TAMRA sdo adicionados a formamida
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desionizada, e desnaturados. A eletroforese é efetuada num
capilar utilizando um analizador genético ABI Prism 310.
Sdo utilizados softwares Genescan (P-E Biosystems) para a
recolha de dados e processamento de dados. O ADN de
individuos (dois a onze), incluindo aqueles que
apresentaram gendtipos diferentes em SSCP, s&o sujeitos a
sequenciacdo direta usando quimica de terminator com
marcador grande, em sequenciadores ABI Prism 310. VAarios
arquivos de rastreamento de sequéncia obtidos a partir de
ABI Prism 310 sdo processados e alinhados por Phred/Phrap,
e vistos wutilizando o visualizador Consed. Os SNP sao
identificados pelo software PolyPhred e inspecao visual.

Em ainda outro método identificado como KYUGEN (método
2), os individuos com gendétipos diferentes sdo pesquisados
por HPLC de desnaturacao (DHPLC) ou por PLACE-SSCP (Inazuka
et al., 1997), e as suas sequéncias sao determinadas para
identificar SNP. A PCR é realizada com oligonucledtidos
iniciadores marcados com 5'-ATT ou 5'-GTT nas suas
extremidades para a pdés-marcacado de ambas as cadeias. A
andlise de DHPLC ¢ levada a cabo utilizando o sistema de
andlise de fragmentos de ADN WAVE (Transgenomic). Os
produtos de PCR sao injetados na coluna DNASep, e separados
de acordo com as condig¢gbes determinadas usando o programa
WAVEmaker (Transgenomic). As duas cadeias de produtos de
PCR que sé&o marcadas diferencialmente com nucledtidos
modificados com R110 e R6G, por uma reacdo de intercambio
de fragmento de Klenow da ADN polimerase I. A reacdo &
parada pela adicdo de EDTA, e o0s nucledtidos nao
incorporados sédo desfosforilados pela adicédo de fosfatase
alcalina intestinal de vitelo. A SSCP seguida de
eletroforese é efetuada num capilar utilizando um
analizador genético ABI Prism 310. Softwares Genescan (P-E
Biosystems). O ADN de individuos, incluindo aqueles que
apresentaram gendtipos diferentes na DHPLC ou SSCP, sao

sujeitos a sequenciacdo direta usando gquimica de terminador
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de corante grande, num sequenciador ABI Prism 310. VArios
arquivos de rastreamento de sequéncia obtidos a partir de
ABI Prism 310 sdo processados e alinhados por Phred/Phrap,
e vistos utilizando o visualizador Consed. Os SNP sao
identificados pelo software PolyPhred e inspecdo visual. Os
dados do traco do cromatograma de sequéncias EST em Unigene
sdo processados com PHRED. Para identificar SNP provaveis,
sdo relatadas desemparelhamentos de Dbase individual a
partir de alinhamentos de sequéncia multipla, produzidos
pelos programas de PHRAP, BRO e POA para cada conjunto
Unigene. BRO corrigiu possiveis orientagdes EST de forma
deturpada, enquanto POA identificou e analisou as
estruturas de alinhamento né&o-lineares indicativas de
mistura de genes / quimeras que possam produzir SNP falsos.
A inferéncia Bayesiana € usada para pesar as evidéncias
para o) polimorfismo verdadeiro versus o) erro de
sequenciacgao, desalinhamento ou ambiguidade, mau
agrupamento ou sequéncias de EST quiméricos, avaliando os
dados como a altura bruta do cromatograma, a nitidez, a
sobreposicao e o) espacamento; taxas de erro de
sequenciacao; sensibilidade de contexto; biblioteca de

origem de cADN, etc.

IX. Formulagdes farmacéuticas e vias de administragéo

Os compostos terapéuticos da presente divulgacédo podem
ser administrados por uma variedade de métodos, por exemplo,
por via oral ou por injecdo (por exemplo, subcuténea,
intravenosa, intraperitoneal, etc.). Dependendo da via de
administracdo, os compostos ativos podem ser revestido com
um material para proteger o composto da acdo de acidos e de
outras condic¢des naturais que podem inativar o composto.
Também podem ser administrados por perfusdo continua /
infusdo de um local de uma doenca ou de uma ferida.

Para administrar o composto terapéutico por outra que

ndo a administracdo parentérica, pode ser necessario
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revestir o composto com, ou coadministrar o composto com,
um material para prevenir a sua inativacao. Por exemplo, O
composto terapéutico pode ser administrado a um paciente
num transportador apropriado, por exemplo, lipossomas, ou
um diluente. Os diluentes farmaceuticamente aceitdveis
incluem solugbes tampdo salinas e aquosas. 0Os lipossomas
incluem emulsdes CGF dgua-em-6leo—em—-agua, bem  como
lipossomas convencionais (Strejan et al., 1984).

O composto terapéutico também pode ser administrado
parentericamente, intraperitonealmente, intraespinalmente,
ou intracerebralmente. As dispersdes podem ser preparadas
em glicerol, polietileno glicdis liquidos, e misturas dos
mesmos, e em 6leos. Sob condigdes normais de armazenamento
e de utilizacao, estas preparag¢des podem conter um
conservante para evitar o crescimento de micro-organismos.

As composicdes farmacéuticas adequadas para a
utilizagcédo injetdvel incluem solugdes aquosas estéreis
(quando soluveis em &gua), ou dispersdes e pds estéreis
para a preparacdo extempordnea de solugdes 1injetédveis
estéreis ou dispersdo. Em todos os casos, a composicédo deve
ser estéril e deve ser fluida na medida em que exista facil
seringabilidade. Deve ser estdvel sob as condigdes de
fabrico e de armazenamento, e deve ser preservada contra a
acdo contaminante de micro-organismos, tais como bactérias
e fungos. O transportador pode ser um solvente ou meio de
dispersédo contendo, por exemplo, &gua, etanol, poliol (tal
como glicerol, propileno glicol, e polietileno glicol
ligquido, e semelhantes), misturas adequadas dos mesmos, €
6leos vegetais. A fluidez adequada pode ser mantida, por
exemplo, pelo uso de um revestimento tal como a lecitina,
pela manutencdo do tamanho de particula requerido no caso
de dispersdo, e pela utilizacado de agentes tensioativos. A
prevencao da acdo de micro-organismos pode ser conseguida
através de varios agentes antibacterianos e antifungicos,

por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
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ascdrbico, timerosal, e outros semelhantes. Em muitos casos,
serd preferivel incluir na composicdo agentes isotdnicos,

por exemplo, acgucares, cloreto de sdédio, ou polidlcoois

tais como o manitol e o sorbitol. A absorcdo prolongada das

composigcbes injetédveis pode ser conseguida incluindo na
composigcado um agente que retarda a absorcdo, por exemplo,

monoestearato de aluminio ou gelatina.

As solucgbdes injetdveis estéreis podem ser preparadas
por 1incorporacdo do composto terapéutico na qguantidade
requerida num solvente apropriado, com um ou uma combinacédo
dos ingredientes enumerados anteriormente, como requerido,
seguido de esterilizacdo por filtracdo. Geralmente, as
dispersdes sao preparadas incorporando o) composto
terapéutico num transportador estéril que contém um meio de
dispersdo béasico e os outros ingredientes necessarios a
partir dagqueles enumerados anteriormente. No caso de pds
estéreis para a preparacao de solugdes injetédveis estéreis,
os métodos preferidos de preparacdo sdo a secagem em VACUO
e a liofilizagdo, que produzem um pd do ingrediente ativo
(isto &, o composto terapéutico) mais gualquer ingrediente
adicional desejado, a partir de uma solucdo estéril
previamente filtrada dos mesmos.

O composto terapéutico pode ser administrado por via
oral, por exemplo, com um diluente inerte ou um
transportador comestivel assimiléavel. 0 composto
terapéutico e outros ingredientes também podem ser
encerrados numa capsula dura ou mole de gelatina, em
comprimidos compressados, ou incorporados diretamente na
dieta do sujeito. Para a administracdo terapéutica oral, o
composto terapéutico pode ser incorporado com excipientes,
e utilizado na forma de comprimidos ingeriveis, comprimidos
bucais, trociscos, cépsulas, elixires, suspensdes, xaropes,
héstias, e semelhantes. A percentagem do composto
terapéutico nas composicdes e preparagdbes pode, ¢é claro,

ser variada. A quantidade do composto terapéutico em ditas
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composicdes terapeuticamente uUteis €& tal gue serd obtida
uma dosagem adequada.

E especialmente vantajoso formular composicdes
parentéricas em forma de dosagem unitdria para facilidade
de administracdo e uniformidade de dosagem. A forma de
dosagem unitaria tal como aqui wutilizada, refere-se a
unidades fisicamente discretas adequadas como dosagens
unitdrias para os sujeitos a serem tratados; cada unidade
contendo uma quantidade predeterminada de composto
terapéutico calculada para produzir o efeito terapéutico
desejado, em associacdo com o transportador farmacéutico
necessario. A especificacdo para as formas de dosagem
unitédria da invencdo sdo ditadas por e diretamente
dependentes de (a) as caracteristicas unicas do composto
terapéutico e do efeito terapéutico particular a ser
alcancado, e (b) as limitagdes inerentes na tecnologia de
compor um tal composto terapéutico para o tratamento de uma
condicédo selecionada de um paciente.

O composto terapéutico também pode ser administrado
topicamente na pele, olhos ou mucosa. Em alternativa, se é
desejada a entrega local para os pulmdes, o composto
terapéutico pode ser administrado por inalacdo em pd seco
ou formulacdo de aerossol.

Os compostos ativos sdo administrados a uma dosagem
terapeuticamente eficaz suficiente para tratar uma condigdo
associada com uma condicdo de um paciente. Por exemplo, a
eficdcia de um composto pode ser avaliada num sistema de
modelo animal que pode predizer a eficédcia no tratamento da
doencgca em seres humanos, tais como os sistemas de modelos
apresentados nos exemplos e desenhos.

A qguantidade de dosagem <real de um composto da
presente divulgacéao, ou composicdao que compreende um
composto da presente divulgacdo, administrada a um sujeito
pode ser determinada por fatores fisicos e fisioldgicos

talis como a idade, o sexo, © peso corporal, a gravidade da
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condicéo, o tipo de doenca a ser tratada, as intervencgdes
terapéuticas anteriores ou em simulténeo, a idiopatia do
sujeito e a via de administracdo. Estes fatores podem ser
determinados por um perito na tecnologia. O médico
responsavel pela administracdo determinard tipicamente a
concentracao de ingrediente(s) ativo(s) numa composicao, e
a(s) dose(s) adequada(s) para o sujeito individual. A
dosagem pode ser ajustada pelo médico individual na
eventualidade de qualquer complicacao.

Uma quantidade eficaz ird tipicamente variar desde
cerca de 0,001 mg/kg a cerca de 1000 mg/kg, de cerca de
0,01 mg/kg a cerca de 750 mg/kg, de cerca de 100 mg/kg a
cerca de 500 mg/kg, de cerca de 1,0 mg/kg a cerca de 250
mg/kg, de cerca de 10,0 mg/kg a cerca de 150 mg/kg, em uma
ou mais doses de administracdo didria, durante um ou véarios
dias (dependendo naturalmente do modo de administracdo e
dos fatores discutidos anteriormente). Outros intervalos
adequados incluem doses de 1 mg a 10.000 mg por dia, 100 mg
a 10.000 mg por dia, 500 mg a 10.000 mg por dia, e 500 mg a
1000 mg por dia. Em algumas realizacgdes particulares, a
quantidade ¢é inferior a 10.000 mg por dia, com uma gama de
750 mg a 9000 mg por dia.

A guantidade eficaz pode ser menor do que 1 mg/kg/dia,
menor do que 500 mg/kg/dia, menor do que 250 mg/kg/dia,
menor do que 100 mg/kg/dia, menor do que 50 mg/kg/dia,
menor do que 25 mg/kg/dia, ou menor do que 10 mg/kg/dia. Em
alternativa, pode estar na gama de 1 mg/kg/dia a 200
mg/kg/dia. Por exemplo, em relagcdo ao tratamento de
pacientes diabéticos, a dosagem unitdria pode ser uma
quantidade que reduz a glicose no sangue em, pelo menos,
40 % em relagdo a um sujeito nao tratado. Numa outra
realizacdo, a dosagem unitdria é uma quantidade que reduz a
glicose no sangue para um nivel que é de * 10 % do nivel de
glicose no sangue de um sujeito ndo diabético.

Em outros exemplos né&o limitativos, uma dose pode
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também compreender de cerca de 1 micrograma/kg/peso

corporal, cerca de 5 microgramas/kg/peso corporal, cerca de

10 microgramas/kg/peso corporal, cerca de 50
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 100
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 200
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 350
microgramas/kg/peso corporal, cerca de 500

microgramas/kg/peso corporal, cerca de 1 miligrama/kg/peso

corporal, cerca de 5 miligramas/kg/peso corporal, cerca de

10 miligramas/kg/peso corporal, cerca de 50
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 100
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 200
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 350
miligramas/kg/peso corporal, cerca de 500

miligramas/kg/peso corporal, a cerca de 1000 mg/kg/peso
corporal ou mals por administracdo, e qualquer gama
derivavel dai. Em exemplos ndo limitativos de uma gama
derivadvel a partir dos nuUmeros listados aqui, pode ser

administrada uma gama de cerca de 5 mg/kg/peso corporal a

cerca de 100 mg/kg/peso corporal, cerca de 5
microgramas/kg/peso corporal a cerca de 500
miligramas/kg/peso corporal, etc., com base nos numeros

descritos anteriormente.

Em certas realizacgdes, uma composicdo farmacéutica da
presente divulgacdo pode compreender, por exemplo, pelo
menos cerca de 0,1 % de um composto da presente divulgacgao.
Em outras realizacdes, o composto da presente divulgacgao

Q. Q.

pode compreender entre cerca de 2 % a cerca de 75 % do peso
da unidade, ou entre cerca de 25 % a cerca de 60 %, por
exemplo, e qualguer gama derivavel dai.

Sado contempladas doses Unicas ou multiplas dos agentes.
Os intervalos de tempo desejados para a entrega de doses
miltiplas podem ser determinados por um perito na
tecnologia ndo usando mais do que experimentacdo de rotina.

Como um exemplo, o0s sujeitos podem ser administrados duas

70



EP2430452B1

doses diariamente em intervalos de aproximadamente 12 horas.
Em algumas realizacgdes, o agente € administrado uma vez por
dia.

O (s) agente (s) pode (m) ser administrado (s) numa
programacao de rotina. Tal como ¢é agqui utilizado uma
programagdo de zrotina refere-se a um periodo de tempo
designado predeterminado. A programagdo de rotina pode
englobar periodos de tempo gque sdo idénticos ou que diferem
em comprimento, desde que o hordrio seja predeterminado.
Por exemplo, a programacdo de vrotina pode envolver a
administracdao duas vezes por dia, todos os dias, a cada
dois dias, a cada trés dias, a cada quatro dias, a cada
cinco dias, a cada seis dias, semanalmente, mensalmente ou
a qualquer numero de dias ou semanas determinados entre os
mesmos. Alternativamente, a programacao de rotina
predeterminada pode envolver a administragdo numa Dbase
didria por duas vezes durante a primeira semana, seguindo-
se por diariamente durante vaArios meses, etc. Em outras
realizagdes, a 1invencao prevé que o(s) agente(s) pode(m)
ser tomado(s) por via oral, e que o momento da toma & ou
ndo €& dependente da ingestdo de alimentos. Assim, por
exemplo, © agente pode ser tomado todas as manhds e/ou
todas as noites, independentemente de quando o sujeito

comeu ou comera.

X. Terapia combinada

A terapia de combinacdo eficaz pode ser alcancada com
uma Unica composicdo ou formulacdo farmacoldgica que inclui
ambos 0s agentes, ou com duas composicbes ou formulacdes
distintas, administradas ao mesmo tempo, em que uma
composigcado compreende um composto desta invencdo, e a outra
inclui o(s) segundo (s) agente(s). Alternativamente, a
terapia pode preceder ou acompanhar o tratamento de outro
agente em intervalos que variam de minutos a meses.

Podem ser utilizadas varias combinac¢des, tais como em
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que "A" representa o primeiro agente (ou seja, DFMO), e "B"
representa um agente secunddrio (ou seja, um NSAID que néo
contém aspirina, por exemplo, o sulindac), exemplos néo

limitativos dos quais sao descritos em seguida:
A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A A/A/B/A

XI. Exemplos

Os exemplos que se seguem sao incluidos para
demonstrar realizagbes preferidas da invencdo. Deve ser
apreciado pelos peritos na tecnologia gque as técnicas
divulgadas nos exemplos que se seguem representam técnicas
descobertas pelo inventor para funcionarem bem na prética
da invencéo, e assim podem ser consideradas como
constituindo modos preferidos para a sua pratica. No
entanto, os peritos na tecnologia devem, a luz da presente
divulgagao, apreciar que podem ser feitas muitas alteracdes
nas realizacbdes especificas que sdo divulgadas, e ainda

assim obter um resultado semelhante ou parecido.

Exemplo 1 - Estudos epidemiolégicos: associagdes de SNP

+316 de ODC com sobrevivéncia especifica de CRC

Desenho experimental: O estudo incluiu 440 casos
incidentes de CRC da populacdo com base no estudo de gene -
ambiente de CRC familiar da UC Irvine (diagnosticado 1994-
1996 com seguimento até marco de 2008). O desfecho priméario
foi a sobrevivéncia especifica de CRC (CRC-SS) dependente
do gendtipo ODC (GG vs AA/GRA). Em linhas de células de
cancro do c¢délon humano, a ligacdo especifica do alelo de
ODC de fatores de transcrigcdo “E-box” foili determinada
através de Western blot e ensaios de imuno-precipitacgdo de
cromatina (CHIP). A atividade do promotor especifico do
alelo de ODC foi determinada wutilizando construcgdes de

promotor em combinacdo com vetores que expressam Jquer o
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ativador de transcricdo c¢c-MYC ou o repressor MADI.

Resultados: As diferencas de sobrevivéncia especificas
de gendtipo entre os casos de CRC foram limitadas a casos
de cancro do cdlon: em comparacao com 0SS casos de gendtipo
GG de ODC (HR = 1,00, referéncia), a razdo de perigo (HR)
ajustada de CRC-SS foi de 2,31 (1,15-4,64) para os casos GA
de ODC, e 3,73 (0,93-14,99) para os casos AA de ODC
(tendéncia de P = 0,006). Em células de cancro do cdlon, o
SNP +316 de O0ODC, ladeado por duas “E-boxes”, prevé a
atividade do promotor de ODC. O ativador de “E-box” c-MYC e
0s repressores MAD1 e MAD4 ligam-se preferencialmente ao
menor alelo-A, comparado ao maior alelo-G, em células em
cultura.

Populagdo do estudo. Foram estudados casos incidentes
de CRC invasivo matriculados na Universidade da Califdrnia,
no estudo gene - ambiente de cancro colo-retal familiar de
Irvine (Peel et al., 2000; Zell et al., 2007), durante
1994-1996, com acompanhamento até marco de 2008. O estudo
original foi desenhado para determinar a incidéncia de
HNPCC numa grande coorte de base populacional dos casos de
cancro colo-retal. Os participantes foram identificados
através dos registros de cancro de base populacional do
Programa de Vigilédncia do Cancro de Orange County /
Imperial Organization for Cancer Control de Sao Diego,
usando o arquivo de dados de abril de 2008. No estudo
original (Peel et al., 2000), foram investigados todos os
individuos com CRC diagnosticados em todas as idades em
Orange County, CA, de 1994 a 1996. Também foram
investigados todos os sujeitos diagnosticados em Sdo Diego
e Imperial Counties, CA, com idades < 65 anos, entre 1994 e
1995. 0Os casos foram entdo contactados se fossem elegiveis
para o estudo (vivo na época determinada e ter um enderecgo
de contato), e se o0s seus médicos nado negaram permissao
para entrar em contacto. No momento da entrada no estudo,

0s casos assinaram um termo de consentimento permitindo
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exames de sangue e a divulgacdo de informacgdo médica. Este
estudo foi aprovado pelo Institutional Review Board da UC
Irvine (#93-257) . Os dados <c¢linicos e demogréaficos,
incluindo o estado vital e o acompanhamento, foram obtidos
através de ligacdo as bases de dados regionais de registo
de cancro, tal como descrito anteriormente (Peel et al.,
2000; Zell et al., 2007; Zell et al., 2008). A determinacéo
do estadio do tumor, ndédulo, metédstase (TINM) foil derivada
de cdédigos AJCC existentes quando disponiveis, e conversao
de medida de cdédigos de doencas, tal como relatado
anteriormente (Le et al., 2008). Foil confirmada a histdria
familiar de cancro num parente de primeiro grau pelo
autorrelato durante uma entrevista por telefone realizada
no momento da inscricdo (Zell et al., 2008; Ziogas e Anton-
Culver, 2003). Foram identificados wvinte e dois casos com
cancro de cdlon hereditdrio sem polipose (HNPCC), conforme
definido pelos critérios de Amesterddo, e excluidos da
andlise. O tempo médio desde o diagndéstico de CRC até a
entrada no estudo (ou seja, a data da entrevista de

Q.

histéria familiar) foli de 16 meses (IC 95 % 12-23 meses).

Extracdo de ADN e genotipagem de SNP +316 de ODC. O
ADN foi extraido a partir de amostras de 2,0 ml de amostras
de codgulo de gldébulos vermelhos usando os kits QIAGEN
QIAamp DNA Midi ou Mini (Qiagen), seguindo as instrucgdes do
fabricante. A genotipagem do SNP +316 de ODC foi realizada
utilizando oligonucledétidos iniciadores desenhados para
amplificar wum fragmento de 172 ©pb contendo a base
polimérfica a +316 (Applied Biosystems, Foster City, CA).
As sondas TagMan especificas do alelo foram sintetizadas
com diferentes marcadores a 5’ (6-carboxifluoresceina ou
vVIiC), e o) mesmo corante extintor a 3 (6-
carboxitetrametilrodamina) (23). Cada reacdé&o de PCR (5 pl
no total) continha 10 ng de ADN do participante, 30 pmol de

cada oligonucledétido iniciador, 12,5 pmol de cada sonda
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TagMan, e 1x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, Cca), tal como relatado

anteriormente (Martinez et al., 2003; Guo et al., 2000).

Andlise estatistica - estudo de base populacional. O
tamanho da amostra foi determinado com base numa estimativa
de razdo de 1:1 de gendtipo GG de ODC para o gendtipo GA/AA
de ODC (Martinez et al., 2003; Barry et al., 2006; Hubner
et al., 2008; Guo et al., 2000). A andlise prévia de dados
de 1154 casos de cancro do cdlon e do reto no estudo gene -
ambiente de CRC familiar da UC Irvine revelou dgque a
sobrevivéncia de 10 anos especifica de CRC era
aproximadamente 66 % (Zell et al., 2008). Os inventores
fizeram uma proposta de 15 % ou mais na diferenga na
sobrevivéncia especifica de CRC com base somente no
gendétipo ODC, para o0s nossos calculos do tamanho da amostra.
Assim, foram necessdrios 315 sujeitos no total para detetar
a diferenca proposta na sobrevivéncia de 10 anos especifica

Q.

de CRC entre dois grupos de 5 % de nivel de significéncia,
com poder de 80 %: 55 % no grupo 1 versus 70 % no grupo 2.
Foram genotipadas com sucesso 440 de 481 amostras de ADN.
41 casos (8,5 %) resultaram num gendtipo indeterminado +316
de ODC devido a baixa concentragdo de ADN e/ou a méa
qualidade de  ADN, no entanto, nao foram observadas
diferencas clinico-patoldégicas entre os casos genotipados
com éxito e genotipados sem éxito. Assim, o estudo foi
suficientemente desenvolvido para resolver o ponto final
priméario.

As comparacgbes de varidveis demograficas, clinicas e
patoldégicas entre os casos de cdlon e de reto foram feitas
usando o teste estatistico qui-quadrado de Pearson ou O
teste exato de Fisher para varidveis nominais, e o teste t
de Student para varidveis continuas. A sobrevivéncia
especifica para o cancro colo-retal foili definida como a

mortalidade do prépria CRC, e a censura de dados ocorreu
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nos seguintes casos: vivos no final do seguimento, perda de
seguimento, ou morte por qualgquer causa gque nao seja CRC. A
sobrevivéncia global (0S) foi definida com a mortalidade
por qualquer causa. As curvas de sobrevivéncia foram
construidas para casos de cancro do cbdlon e retal,
utilizando o método de Kaplan-Meier, e analisadas com O
teste de classificacdo log para anédlises univariadas. A
modelagem de perigos Cox proporcionais foi realizada em
todos os casos de CRC, os casos de cancro do cdlon, e o0s
casos de cancro do reto, wutilizando o tempo desde o
diagndéstico para tracar o perfil do risco ajustado de morte
em geral e especifica de CRC, com base no gendétipo ODC. Os
efeitos do gendétipo ODC (GG, GA ou AR) sobre a
sobrevivéncia foram analisados nos modelos de Cox com
ajuste para as seguintes covaridveis: idade, sexo, etnia,
histéria familiar de CRC, estadio TNM no diagndstico,
localizacdo do tumor no cdédlon, subtipo histolégico,
tratamento com cirurgia, radioterapia e gquimioterapia. Cada
variadvel no modelo foi codificada utilizando varidveis
simuladas. Todas as andlises foram realizadas utilizando o
software estatistico SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC). A
significancia estatistica foi assumida para um valor de P
de 2 caudas < 0,05.

Exemplo 2 - Estudos experimentais: regulagdo de SNP +316 de
ODC em células de cancro do cédlon

Cultura celular. As linhas celulares HT29 e HCT11l6 de
cancro de c¢élon humano foram mantidas em meio McCoy 5A
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Todos os meios utilizados foram
suplementados com 10% de FBS, mais 1 % de solucadao de
penicilina / estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA). As
culturas foram mantidas a 37 °C numa atmosfera humidificada

de 5 % de CO,.
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Ensaio de genotipagem. As amostras de ADN a partir de
células HT29 e HCT11l6 foram submetidas a um procedimento de
PCR-RFLP para detetar o local polimérfico de PstI. As
sequéncias foram amplificadas por PCR, wutilizando os
seguintes oligonucledétidos iniciadores: 5'-
TCTGCGCTTCCCCATGGGGCT-3"' (SEQ ID NO: 1) e 5'-
TTTCCCAACCCTTCG-3' (SEQ ID NO: 2). Cada reacédo continha - 1
1l de ADN, 4 pmol de cada oligonucledétido iniciador, 12,5
nl de 2% de tampdao PCR PreMixes "G" (EPICENTRE
Biotechnologies, Madison, WI), e 0,5 unidades de Taqg ADN
polimerase, num volume final de 25 upl. O tamanho esperado
do produto de PCR era de 351 pb. Apds a amplificacédo, 10-20
pl do produto de PCR foram digeridos com 10 unidades de
PstI em 30 pl, durante 2 horas a 37 °C. O ADN de células
HT29 (GA), que contém o local de PstI, originou dois

fragmentos de 156 e 195 pb.

Andlise de Western blot. As células foram recolhidas e
submetidas a lise, e as proteinas foram separadas num gel
SDS-PAGE de 12,5 %. As proteinas foram transferidas por
eletroforese para uma membrana de Hybond-C. A membrana foi
blogqueada com Blotto A (5 % de leite em pd de grau de
blogqueio em solucdo TTBS), e testada utilizando diluigdes
de 1:300 de anticorpos primarios (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) em Blotto A. Os anticorpos primarios foram
incubados a 4 °C durante a noite, seguido por incubacgdo com
um anticorpo secunddrio marcado com  HRP apropriado
(diluigdo 1:1000) durante 1 hora a temperatura ambiente. A
detecdo gquimioluminescente foi realizada usando o reagente
ECL Western Detection (Amersham Biosciences, Piscataway,

NJ) e exposta em filme Biomax XAR (Kodak).
Imunoprecipitag¢do de cromatina (CHIP). Os ensaios CHIP

foram realizados wutilizando um kit comercial, tal como

recomendado pelo fabricante (Upstate Biotech, Lake Placid,
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NY, EUAZA). Resumidamente, as células foram tratadas com 1 %
de formaldeido para reticular o ADN e as proteinas, e o0s
complexos de ADN - proteina foram rompidos por sonicacédo
para comprimentos entre 200 a 1000 pb. Os lisados foram
diluidos 10 vezes com tampao de diluicgao de
imunoprecipitacdo (IP) contendo inibidores de protease. Os
anticorpos para c-MYC, MAD1 e MAD4 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) foram usados para precipitar
a cromatina, enquanto que a amostra adicional foi deixada
como um controlo negativo do anticorpo (-Ab). As amostras
foram imunoprecipitadas durante a noite a 4 °C com rotacéo.
Os complexos imunitédrios foram obtidos pela adicdo de 60 ul
de ADN de esperma de salmdo / suspensdo de agarose de
proteina A, e incubando durante uma hora a 4 °C com rotacgéo,
seguido por centrifugacdao suave (1000 rpm, 1 min). Os
precipitados de agarose de proteina A foram lavados com
tampdo de baixo teor salino, tampdo de alto teor salino,
tampdo de LiCl e tampdo de TE. Em seguida os complexos
foram eluidos por adigcdo de 250 pl de tampdo de eluigéo
(0,1 M de NaHCOs;, 1 % de SDS), duas vezes, e as ligaclbes
cruzadas de ADN - proteina foram revertidas com 0,2 M de
NaCl, por aquecimento a 65 °C durante 4 horas, para todas
as amostras, incluindo o ADN de entrada e o ADN dos
controlos -Ab. O ADN foi ressuspendido em 30 ul de ddH;0.
Para a visualizacdo do produto de PCR e do seu tamanho,
foram realizadas reagcdes de PCR padrao. As sequéncias dos
oligonucledtidos iniciadores de ODC utilizados para a PCR
foram 5'-CCTGGGCGCICTGAGGT-3' (SEQ ID NO: 3) (17 mero) e
5'-AGGAAGCGGCGCCTCAA-3"' (SEQ ID NO: 4) (17 mero). Foi
realizada PCR quantitativa em tempo real utilizando kits de
ensalio de expressdo de genes TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, CA) num sistema de detecdo de sequéncia
ABI7700. Os detalhes para o cdlculo da relacdo de ligacéo
podem ser encontrados no sitio de internet do fabricante

(http://www.appliedbiosystems.com/) .
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Transfecgdes transitdrias. As transfecgdes
transitdérias foram realizadas utilizando o reagente
LipofectAMINE (Invitrogen, Carlsbad, CA), de acordo com o
protocolo do fabricante, conforme descrito no documento
suplementar. As células HCT11l6 e HT29 foram transfetadas
com 1 pg dos plasmideos pGL3-0ODC/A ou pGL3-0ODC/G (Martinez
et al., 2003), juntamente com 0,01 ng de plasmideo Renilla-
TK. O plasmideo Renilla-TK foi adquirido a Promega (Madison,
WI) e utilizado como um controlo da eficiéncia de
transfecdo em todas as experiéncias de transfecdo repdrter
promotor. Para as experiéncias de c¢-MYC, os plasmideos pGL3
ODC foram cotransfetados quer com pcDNA 3.0 ou o vetor de
expressadao CMV-c-MYC (OriGene, Rockville, MD). Para as
experiéncias de MADI1, 0s plasmideos de ODC foram
cotransfetados quer com pcDNA 3.1 ou com pcDNA-MADI. Para a
cotransfecdo de c¢-MYC e MADI, as construcgdes repdrter de
promotor de ODC foram preparadas de forma a conter o

primeiro 1,6 Kb do gene ODC clonado num pGL3 vetor. As

construgdes incluiram a “E-box” 1 (-485 a -480 pb) intacta
(“"E-box” 1 do tipo selvagem) ou eliminada (“E-box” 1
mutante). Para além disso, foram wutilizadas ambas as

variantes de SNP +316 de ODC, criando um total de quatro
construgdes diferentes. Apbds 6 horas de incubacdo, as
células foram suplementadas com meio completo contendo 20 %
de FBS, e foram deixadas a crescer durante a noite. No dia
seguinte apds a transfegdo, o meio completo contendo 20 %
de FBS foi substituido por meio contendo 10% de FBS. 48
horas apds a transfecdo as células foram lavadas com PBS, e
lisadas em tampdo de lise passiva do kit de ensaio de Dual
luciferase (Promega, Madison, WI). As atividades da
luciferase dupla foram medidas usando um lumindmetro Turner
Designs TD-20/20, tal como descrito pelo fabricante, e
apresentadas como unidades relativas de luciferase (RLU).
As experiéncias foram realizadas em triplicado e repetidas

pelo menos duas vezes.
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Andlise estatistica - estudos experimentais. Para as
experiéncias de transfecgdo transiente foram wutilizados
testes t de duas amostragens (Microsoft Excel Microsoft
Corp., Redmond, WA). O efeito da expressdo de c-MYC sobre a
atividade do promotor especifico de alelo de ODC foi
examinado em células de cancro do «cdélon HT29, com
construgcdes do promotor de ODC diferindo pela presenca do
primeiro elemento “E-box”: (a) “E-box” 1 +316 G do tipo
selvagem (wt), (b) “E-box” 1 +316 G mutante (mut), (c) “E-
box” 1 +316 A do tipo selvagem, e (d) “E-box” 1 + 316 A
mutante. Para cada construcdo do promotor, foram utilizados
0s testes t de duas amostragens, para comparar a atividade
do promotor entre células cotransfetadas com plasmideo
PcDNA3.0 wversus aquelas transfetadas com o vetor de
expressado CMV-c-MYC. Da mesma forma, para examinar o efeito
da expressdo de MADI na atividade do promotor especifico de
alelo de ODC, foram utilizados testes-t de duas amostragens,
para comparar o efeito da atividade do promotor em
construcgbdes de promotor cotransfetadas com o plasmideo
PcDNA3.1 versus aquelas transfetadas com o plasmideo pcDNA-
MADI. A significancia estatistica foi assumida para um
valor de P de 2 caudas < 0,05.

Exemplo 3 - Efeitoc diferenciais do genétipo ODC1

Este estudo envolve a andlise dos dados do paciente de
um ensaio de prevencdo de adenoma de cdlon de estadio III
em multiplos centros (Meyskens et al., 2008). Foram
incluidos 375 pacientes, e o estudo foi interrompido pelo
Comité de Monitorizacdo de Dados de Seguranca (DSMB) apds
267 pacientes completaram colonoscopias de fim de estudo
(devido ao estudo cumprir os seus pontos finais de
eficdcia). O DSMB monitorizou todos os pontos finais de
seguranga e eficéacia. As amostras de sangue foram

recolhidas em 228 pacientes do estudo com consentimento,
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para a anadlise de genotipagem apds novembro de 2002
(incluindo 159 de 246 pacientes aleatorizados antes, e 69
de 129 pacientes aleatorizados apds esta data), qgquando o
protocolo foi modificado, tendo em conta os dados que
demonstram a importdncia do SNP de ODCI (2). A genotipagem
de O0ODC1 (rs2302615) foi realizada com o ADN gendmico
derivado de paciente, utilizando sondas TagMan especificas
de alelo, tal como descrito anteriormente (Guo et al.,
2000). O teor de poliamina do tecido retal foi determinada
tal como descrito anteriormente (Meyskens et al., 1998;
Seiler e Knodgen, 1980), wutilizando 3 de 8 amostras de
bidpsia da mucosa retal selecionadas aleatoriamente. A
resposta tecidual de poliamina foi realizada para valores
de resposta que variam de 25 % a 45 %.

O gendétipo ODCI1 foi analisado sob um modelo dominante:
pacientes AA/GA versus GG. Foram realizados testes de soma
de pontuagdes de Wilcoxon em varidveis continuas
distribuidas ndo-normalmente em dois grupos de gendtipos.
Os testes de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher foram
utilizados para avaliar a associagdo entre as varidveis
categdéricas na linha de base e o grupo de gendtipo. Foi
realizada uma regressdo log binomial no resultado primério
(recorréncia de adenoma) com preditores: grupo de
tratamento, idade, sexo, raca (caucasiano versus outro),
uso de aspirina, gendétipo ODCI (no modelo dominante), e um
termo que representa o tratamento por interacdo de gendtipo.
Para os resultados secunddrios (resposta de tecido retal a
poliaminas, toxicidades), os efeitos do grupo de tratamento,
gendétipo e a interacdo entre o tratamento e o gendtipo
foram examinados através de modelos completos de 1log
binomial. As anadlises estatisticas foram realizadas
utilizando o software estatistico SAS 9.2 (SAS Inc., Cary,
NC). Os pacientes assinaram o consentimento informado para
a inclusd@o no ensaio e recuperacdo / andlise de amostra. O

estudo foi aprovado apds a revisdo completa do comité pelo
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conselho de revisado institucional de UC Irvine (protocolo
IRB # 2002-2261), e a revisado por cada um dos IRB locais em
locais participantes do estudo.

A distribuicdo dos gendtipos ODCI foi: 126 GG (55 %),
87 GA (38 %), e 15 AA (7 %). As caracteristicas clinicas de
linha de base revelaram diferencas, tal como se mostra na
tabela 1. O risco relativo (RR) de recorréncia de adenoma
relacionado com o tratamento apds o ajustamento no modelo
de regressao total foi de 0,39 (IC de 95 % 0,24-0,66).
Entre os pacientes que receberam o placebo ou o tratamento,
respetivamente, a ototoxicidade ocorreu em 23 % versus 22 %
de pacientes GG de 0ODC1, 20 % versus 21 % de pacientes GA
de oODC1, e 0 % (0 de 7) versus 57 % (4 de 7) de pacientes
AA de ODCI.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas de todos os sujeitos na
linha de base (n = 228) por gendtipo de ODCI.

gendtipo gendtipo GG ODCI P *
AA/GA ODCI1 (n (n = 126)
= 102)
Idade media 60,2 * 8,4 SD 62,6 £ 8,7 SD 0,024¢
(anos * desvio
padrao “SD”)
Género (n, %)
Masculino 77 (75 %) 96 (76 %) 0,90
Feminino 25 (25 %) 30 (24 %)
Etnia (n, %)
Branco 84 (82 %) 107 (85 %) 0,007+
Preto 3 (3 %) 4 (3 %)
Hispéanico 4 (4 %) 12 (10 %)
Asidtico 9 (9 %) (1 %)
Outros 2 (2 %) (2 %)
Grupo de tratamento
(n, %)
Eflornitine + 46 (45 %) 71 (56 %) 0,09
sulindac
Placebo 56 (55 %) 55 (44 %)

Uso de aspirina em baixa
dose (n, %)
Sim 44 (43 %) 54 (43 %) 0,97

82



EP2430452B1

Nao 58 (57 %) 72 (57 %)
N°. médio (Com minimo - 2,00 (1,11) 2,00 (1,16) 0,41%
maximo)

Localizacdo do maior
pdélipo anterior (n, %)

Reto 26 (25 %) 23 (18 %) 0,19
Cdélon 76 (75 %) 103 (82 %)

Histologia do pdélipo
anterior (n, %)

Tubular 76 (75 %) 99 (79 %) 0,03+%
Adenoma—-NOS 6 (6 %) 8 (6 %)
Tubuloviloso 10 (10 %) 17 (13 %)
Viloso 7 (7 %) 1 (1 %)
Carcinoma in-situ 3 (3 %) 0 (0 %)
Adenoma tubular, 0 (0 %) 1 (1 %)
displasia de elevado grau
Maior pdlipo 2 1 cm 25 (25 %) 40 (32 %) 0,23
(n, %)
Tratamento realizado ao
pdélipo anterior (n,
%) 92 (90 %) 117 (93 %) 0,47
Remoc¢édo endoscédpica 10 (10 %) 9 (7 %)
completa
Cirurgia
Teor de poliamina no
tecido na linha de base§
(média, nmol/mg de
proteina, gama)
Putrescina 0,47 (0,01 - 0,56 (0,01 - 0,481t
4,60) 5,29)
Espermidina 1,99 (0,76 - 2,17 (1,05 - 0,08t
9,18) 8,97)
Espermina 6,82 (2,29 - 7,29 (2,72 - 0,231
19,86) 22,85)
Razdo espermidina : 0,30 (0,19 - 0,31 (0,19 - 0,23t
espermina 0,98) 0,76)

* o valor de p para o teste do X* esta
listado salvo indicacdo em contrario.
t valor de p para o teste

de categorizacgdo de somas

de Wilcoxon.

$ valor de p para o teste

exato de Fisher.

§ auséncia de dados de poliamina no tecido para 1 sujeito com
gendtipo GG de ODCI e 1 sujeito com gendtipo AA/GA de ODCI
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Tabela 2. Andlise de sobrevivéncia global multivariada e de
sobrevivéncia especifica de cancro colo-retal para os casos

de cancro colo-retal com base no gendétipo ODCI1.

Gendtipo ODC1 p
GG GA/AA

Mortalidade global

Numero de eventos 47 62

Numero em risco 208 192

HR ndo ajustado (IC 1 (referéncia) 1,57 (1,07 - 2,29) 0,020
95 %)

HR ajustado (IC 95 %)* 1 (referéncia) 1,58 (1,07 - 2,34) 0,021
Mortalidade especifica
de CRC

Numero de eventos 22 37

Numero em risco 208 192

HR ndo ajustado (IC 1 (referéncia) 1,97 (1,16 - 3,34) 0,012
95 %)

HR ajustado (IC 95 %)* 1 (referéncia) 2,02 (1,17 - 3,50) 0,012

o)

Abreviatura: IC 95 %, intervalo de confianca de 95 %.

* Inclui estratificagdo para o estadio (I, II, III) e ajuste para a idade (y),
género, etnia, histdéria familiar de cancro colo-retal, estadio TNM na altura
do diagnéstico, localizagdo do tumor no cdélon - reto, subtipo histoldgico,

tratamento com cirurgia, radioterapia, e quimioterapia.

Tabela 3. Incidéncia de eventos apés a aleatorizacgdo e

estratificacdo pelo genétipo ODC1 (modelo dominante).

Placebo (n =| Eflornitine / p*
111) sulindac
(n = 117)
GG GA ou GG GA ou
ODC1 AA ODC1 AA
ODC1 ODC1
Qualquer recorréncia de| 22/44| 18/53| 7/64 9/42 <
adenoma (50) (34) (11) (21) 0,0001
Qualquer evento adverso
— n2, de pacientes com
eventos adversos (%)
N°. de pacientes com 8/55 8/56 | 13/71 9/46 0,30
eventos (15) (14) (18) (20)
cardiovascularest (%)
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N°. de pacientes com 4/55 8/56 9/71 7/46 0,54
eventos (7) (14) (13) (15)
gastrointestinaist (%)

N°. de pacientes com 10/44 9/52 | 14/63 | 11/41 0,26
perda auditiva de pelo (23) (17) (22) (27)

menos 15 dB a 2 2

frequéncias (%)

* Valor de P para o teste da razao de verossimilhanca para
o efeito do tratamento (eflornitine e sulindac vs.
placebo) na recorréncia de adenoma no modelo completo que
inclui como covaridveis a idade, o género, a raca / etnia,
o0 uso de aspirina, o tratamento, o gendtipo e o tratamento
e a interacdo de gendtipo. Foi detetada uma interacéo
estatisticamente significativa no modelo completo para a
recorréncia de adenoma (P = 0,038); né&o foi detetada
nenhuma interacdo para a toxicidade cardiovascular, a
toxicidade gastrointestinal, ou a ototoxicidade.

Tt Os eventos cardiovasculares incluiram a doenca arterial
corondria, o infarto do miocdrdio, o acidente wvascular
cerebral, a insuficiéncia cardiaca congestiva e a dor no
peito.

¥ O0Os eventos gastrintestinais incluiram a hemorragia
gastrointestinal (de qualquer regiao), tal como a
hemorragia retal, a hemorragia gastrointestinal superior,
a hematoquezia, ou o sangue oculto nas fezes.

Tabela 4. Eficdcia e eventos adversos e o SNP +316 de ODCI1.

Placebo (N = DFMO / sulindac P
111) (N = 117)

GG GA AA GG GA AA
oDC ODC | ODC ODC ODC | ODC

(N =] (N = (N|] (N =[ (N = (N

55) 48) | = 8) 71) 39) | = 7)
Qualquer 22/441 (35)| (29)| 7/64 | (14)]| (57) <
recorréncia de (50) (11) 0,0001

adenoma (%)

N°. de pacientes 8/55 | 7/48( 1/8 | 13/71(7/39| 2/7| 0,37

com eventos (15) | (15) ] (13)| (18) (18)] (29)
cardiovasculares

(%) a

N°. de pacientes 4/5518/48| 0/8 1 9/71|5/39] 2/7 0,45
com eventos (7) (17) (0) (13) (13)] (29)

gastrointestinaist
(%) b
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N°. de pacientes 10/441 9/45( 0/8 | 14/63|7/34 4/7 | 0,020
com perda auditival| (23) | (20)]| (0) (22) | (21)] (57)
de pelo menos 15
dB a > 2
frequéncias (%) ¢
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REIVINDICACOES

1. Uma composicao que compreende a -
difluorometilornitina (DFMO) e um farmaco anti-inflamatdrio
ndo-esteroide, que n&o contém aspirina (NSAID), para O UsSO
no tratamento preventivo ou curativo de carcinoma colo-
retal ou nos fatores de risco do mesmo num paciente;

em que o gendétipo do paciente na posicdo +316 de pelo menos
um alelo do gene promotor ODCI1 & G; e

em que o tratamento dos fatores de risco do carcinoma colo-
retal no paciente evita a formacdo de novos focos de cripta
aberrantes, novos pdlipos adenomatosos ou de novos adenomas
com displasia no paciente; opcionalmente, em que o paciente

¢ um ser humano.

2. Uma composicao que compreende a o=
difluorometilornitina (DFMO) para o uso no tratamento
preventivo ou curativo de carcinoma colo-retal, ou de
fatores de risco do mesmo, tal como definido na
reivindicacao 1, num paciente, tal como definido na
reivindicacgao 1;

em que ao paciente é também administrada uma composicdo que
compreende um fdrmaco anti-inflamatdrio, ndo-esteroide, que
ndo contém aspirina (NSAID), sendo a composicdo que
compreende o NSAID gque ndo contém aspirina, administrada ao
paciente antes, ao mesmo tempo, ou apds a administracdo da

composigcdo que compreende a DFMO.

3. Uma composigcdo que compreende um farmaco anti-
inflamatério, ndo-esteroide, que nao contém aspirina
(NSAID), para o uso no tratamento preventivo ou curativo de
carcinoma colo-retal, ou de fatores de risco do mesmo, tal
como definido na reivindicagao 1, num paciente, tal como
definido na reivindicacédo 1;

em gque ao paciente é também administrada uma composicdo que
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compreende a o-difluorometilornitina (DFMO) , sendo a
composicao que compreende a DFMO administrada ao paciente
antes, aoc mesmo tempo, ou apds a administracdo da

composicdo que compreende o NSAID que ndoc contém aspirina.

4. A  composicdo para o uso de qgualquer uma das
reivindicagbes de 1-3, em que o gendétipo do paciente &
determinado através da rececdo de um relatdrio gque contém o
gendtipo referido, ou tendo um histdérico do paciente que
revela os resultados; ou por meio da determinacdo da base
do nucleétido na posigdo +316 de um alelo do gene promotor
ODC1 do paciente; ou por meio da determinacdo das bases de
nucledétidos na posicdo +316 de ambos os alelos do gene

promotor ODCI do paciente.

5. A composigcdo para o uso de qualguer uma das
reivindicagdes de 1-3, em que o gendtipo do paciente na
posicgdo +316 de ambos os alelos do gene promotor ODC1 & GG
ou GA.

6. A composicdo para o uso de acordo com qualquer uma das
reivindicacbdes de 1-5, em que, antes de ser determinado o
gendtipo do paciente, o paciente J& estava a ser tratado
com uma composicdo que compreende a DMFO e/ou o NSAID que
ndo contém aspirina, mas a uma dose mais baixa de DMFO e/ou

de NSAID que nédo contém aspirina.

7. A composicdo para o uso de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bes de 1-6, em que o NSAID gue nao contém
aspirina é selecionado a partir do grupo que consiste de um

inibidor seletivo de COX-2, sulindac e celecoxib.

8. A composicdo para o uso de qualgquer uma das
reivindicacbes de 1-7, em que o NSAID gue nao contém

aspirina é sulindac, e em que
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(i) a DFMO é administrada por via oral, opcionalmente
em que a quantidade eficaz de DFMO ¢ de 500 mg/dia;

(ii) a DFMO ¢é administrada por wvia intravenosa,
opcionalmente em que a quantidade eficaz de DFMO é de
desde 0,05 a 5,0 g/m?/dia; ou

(iii) a DFMO é administrada pelo menos uma segunda vez.

9. A composicao para o uso de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes de 1-7, em que o NSAID que nao contém
aspirina ¢é sulindac, e em que a quantidade eficaz de
sulindac é de desde 10 a 1500 mg/dia, tal como de desde 10
a 400 mg/dia, ou tal como 150 mg/dia; ou em que o sulindac

¢ administrado pelo menos uma segunda vez.

10. A composicdo para o uso de qgualgquer uma das
reivindicacbdes de 1-7, em que o paciente referido tem um

tumor sdélido, e o tumor sdélido € ressecado.

11. A composicdo para o uso de qgualgquer uma das
reivindicag¢des de 1-10, em que o cancro colo-retal é de

fase I, ou fase II, ou fase III, ou fase IV.

12. A composigcdo para o uso de acordo com gqualguer uma das
reivindicacgdes de 1-11, em que o tratamento previne a
formacdo de novas neoplasias colo-retais avangadas (por
exemplo, novas neoplasias colo-retais avancadas do lado
direito, ou novas neoplasias colo-retais avancgadas do lado
esquerdo) no paciente, ou o) tratamento previne a

ototoxicidade ou o risco da mesma no paciente.

13. A composicdo para o uso de acordo com qualquer uma das
reivindicacbdes de 1-12, em gue o paciente tenha sido
identificado como tendo

(i) um ou mais pdlipos adenomatosos no cdédlon, reto ou

apéndice;
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(i1) uma ou mais neoplasias colo-retais avancgadas; ou

(iii) um diagndéstico de polipose adenomatosa familiar.
14. A composicdo para o uso de acordo com qualguer uma das

reivindicagbes de 1-13, em gque o paciente tem uma histdédria

de resseccdo de um ou mais adenomas colo-retais.

Lisboa, 23 de Setembro de 2014
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