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UM INIBIDOR IRREVERSIVEL DE RECEPTOR DE FATORQ@E s'i‘Qo\
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CRESCIMEN 1O EPIDERMICO (EGER)
ANTECEDENTES

Canceres de células epiteliais, por exemplo, cancer da prostata,
cancer da mama, cincer de célon, cancer de pulmdo, cdncer pancreatico,
cancer ovariano, cancer do baco, cincer testicular, cancer do timo, etc., sdo
doengas caracterizadas por crescimento anormal, acelerado, de células
epiteliais. Este crescimento acelerado inicialmente causa a formagdo do
tumor. Eventualmente, metastase em diferentes sitios de orgdos também
podem ocorrer. Apesar de progressos terem sido obtidos no diagnostico e
tratamento de varios canceres, estas doengas ainda resultam em significante
mortalidade .

Cancer de pulmio permanece a causa lider por morte de
cAncer em paises industrializados. Os cénceres que comegam nos pulmées sdo
divididos em dois tipos principais, cdncer de pulmio de célula ndo pequena e
cancer de pulmio de célula pequena, dependendo de como as células
aparecem no microscopio. Cancer de pulmdo de célula ndo pequena
(carcinoma de célula escamosa, adenocarcinoma, e carcinoma de célula
grande) geralmente se espalha para outros membros mais lentamente do que o
cancer de pulméio de célula pequena. Cerca de 75 por cento de casos de
cancer de pulmdo sdo categorizados como cancer de pulmdo de célula ndo
pequena (por exemplo, adenocarcinomas), e os outros 25 por cento sao cancer
de pulmio de célula pequena. Céncer de pulmdo de célula ndo pequena
(NSCLC) ¢ a causa lider de mortes por cancer nos Estados Unidos, Japdo, ¢
Europa Ocidental. Para pacientes com doenga avangada, quimioterapia prové
um modesto beneficio na sobrevivéncia, mas ao custo de uma significante
toxicidade, ressaltando a necessidade para agentes terapéuticos que s&o
especificamente marcados para as lesdes genéticas que dirigem o crescimento
do tumor (Schiller JH et al., N Engl J} Med, 346: 92-98, 2002}.

Receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) ¢ uma
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proteina ligada a membrana de 170 kilodaltons (kDa) expressada sobre a
superficie de células epiteliais. EGFR é um membro da familia de receptor de
fator de crescimento de proteina tirosina quinases, uma classe de moléculas
reguladoras do ciclo celular. (W. J. Gullick et al., 1986, Cancer Res., 46:285-
292). EGFR é ativado quando seu ligando (ou EGF ou TGF-a) liga ao
dominio extracelular, resultando em autofosforilagio do dominio de tirosina
quinase intracelular do receptor (S. Cohen et al., 1980, J. Biol. Chem.,
255:4834-4842; A. B. Schreiber et al., 1983, J. Biol. Chem,, 258:846-853).

EGFR é o produto de proteina de um oncogene promotor do
crescimento, erbB ou ErbBl, que é apenas um membro de uma familia, isto €,
a familia ERBB de proto-oncogene-s, que se acredita desempenha papéis
pivotantes no desenvolvimento e progressdo de muitos canceres humanos. Em
particular, expressdo aumentada de EGFR foi observada em cancer de mama,
bexiga, pulmio, cabega, pescogo e estdmago assim como glioblastomas. A
familia ERBB de oncogenes codifica quatro, receptores de transmembrana
estruturalmente aparentados , ou seja, EGFR, BER-2/neu (erbB2), HER-3
(erbB3) ¢ HER-4 (erbB4). Clinicamente, amplificagéo e/ou sobrexpressdo do
receptor do oncogene ERBB em tumores foram registrados como
correlacionados com recorréncia da doenga e prognose fraca do paciente,
assim como com responsividade em terapia. (L. Harris et al, 1999, Int. J. Biol.
Markers, 14:8-15; e J. Mendelsohn e J. Baselga, 2000, Oncogene, 19:6550-
6565).

EGFR é composto de trés dominios principais, ou seja, o
dominio extracelular (ECD), que é glicosilado ¢ contém a bolsa de ligagdo a
ligando com duas regides ricas em cisteina; um dominio de transmembrana
curto, ¢ um dominio intracelular que tem atividade de tirosina quinase
intrinseca. A regido de transmembrana une dominio de ligagdo a ligando ao
dominio intracelular. Analise de seqiiéncia de aminodgcidos e de DNA, assim

como estudos de formas ndo glicosiladas de EGFR, indicam que a estrutura
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dorsal da proteina de EGFR tem uma massa de 132 kDa, com 1186 residuos
de aminoacidos (A. L. Ullrich et al.. 1984, Nature, 307:418-425; J. Downward
et al., 1984, Nature, 307:521-527; C. R. Carlin et al., 1986, Mol. Cell. Biol.,
6:257-264; ¢ F. L. V. Mayes e M. D. Waterfield, 1984, The EMBO J., 3:531-
537).

A ligagio de EGF ou TGF-a a EGFR ativa uma via de
transducio de sinal e resulta em proliferagio celular. A dimerizagao,
mudangas conformacionais e internalizacdo de moléculas de EGFR
funcionam para transmitir sinais intracelulares levando a regulacdo do
crescimento de células (G. Carpenter e S. Cohen, 1979, Ann. Rev. Biochem.,
48:193-216). Alteragdes genéticas que afetam a regulagio de fungio do
receptor de fator de crescimento, ou levam a sobrexpressdo de receptor e/ou
ligando, resultam em proliferagdo celular. Além disso, EGFR foi determinado
como desempenhando um papel em diferenciacdo de células, melhora da
motilidade de células, secre¢do de proteinas, neovascularizagdo, invasdo,
metastase e resisténcia de células de cancer a agentes quimioterapéuticos e
radiacdo. (M.-J. Oh et al., 2000, Clin. Cancer Res., 6:4760- 4763).

Varios inibidores de EGFR foram identificados, incluindo
varios ja sofrendo experiéncias clinicas para o tratamento de varios cénceres.
Para um recente sumario, ver de Bono, J. S. e Rowinsky, E. K. (2002), "The
ErbB Receptor Family: A Therapeutic Target For Cancer", Trends in
Molecular Medicine, 8, § 19-26.

Um conjunto promissor de marcagdes para intervengéo
terapéutica no tratamento de céncer inclui os membros do eixo HER-quinase.
Eles sdo com freqiiéncia regulados de modo positivo em tumores epiteliais
solidos de, a titulo de exemplo, a prdstata, pulmdo e mama, e sfo também
regulados de modo positive em tumores de ghiobiastoma. Receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) é um membro do eixo HER-quinase, e foi a

marcagdo de escolha para o desenvolvimento de varias diferentes terapias
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para cancer. Os inibidores de EGFR tirosina quinase (EGFR-TKIs) estdo
dentro destas terapias, devido a fosforilacdo reversivel de residuos de tirosina
é requerida para a ativagdo da via EGFR. Em outras palavras, EGFR-TKIs
bloqueia um receptor de superficie celular responsavel por disparar e/ou
manter a via de sinalizagdo celular que induz o crescimento e divisdo de
células de tumor. Especificamente, acredita-se que estes inibidores interferem
com o dominio de EGFR quinase, referido como HER-I . Dentre os mais
promissores EGFR-TKIs, estdo trés séries de compostos: quinazolinas,
piridopirimidinas e pirrolopirimidinas.

Dois dos compostos mais avangados em desenvolvimento
clinico incluem Gefitinib (composto ZD 1839 desenvolvido por AstraZeneca
UK Ltd.; disponivel sob o nome comercial IRESSA; abaixo "IRESSA") e
Erlotinib (composto OSI-774 desenvolvido por Genentech, Inc. e OSI
Pharmaceuticals, Inc.; disponivel sob o nome comercial TARCEVA; abaixo
"TARCEVA"); ambos tem gerado resultados clinicos encorajadores. O
tratamento de cincer convencional com tanto IRESSA como TARCEVA
envolve a administragdo oral didria de nfo mais do que 500 mg dos
respectivos compostos. Em Maio, 2003, IRESSA se tornou o primeiro destes
produtos a alcangar o mercado americano, quando ele foi aprovado para o
tratamento de pacientes com cancer de pulmio de célula ndo pequena
avangado.

IRESSA é uma quinazolina oralmente ativa que funciona ao
inibir diretamente a fosforilagdo de tirosina quinase na molécula de EGFR.
Ele compete para o sitio de ligacio de adenosina trifosfato (ATP), levando a
supressdo do eixo HER-quinase. O exato mecanismo de resposta de IRESSA
ndo ¢ completamente entendido, no entanto, estudos sugerem que a presenga
de EGFR é um pré-requisito necessario para sua agfo.

Uma limitac#o significante no use destes compostos € que seus

recipientes podem desenvolver uma resisténcia a seus efeitos terapéuticos
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apds terem inicialmente responder a terapia, ou eles podem ndo responder a
EGFR-TKIs em qualquer grau mensuravel de todo. A taxa de resposta a
EGFR-TKIs varia entre diferentes grupos étnicos. Na extremidade inferior
dos respondentes a EGFR-TKI, em algumas populagdes, somente 10-15 por
cento dos pacientes com c¢ancer de pulmio de célula ndo pequena avangado
respondem a inibidores de EGFR quinase. Assim, uma melhor compreenséo
dos mecanismos moleculares subjacentes a sensibilidade a IRESSA e
TARCEVA devem se beneficiar extremamente em uma terapia alvo para os
individuos que irdo provavelmente mais se beneficiar desta terapia.

Existe uma necessidade significante na arte para um
tratamento de cancer satisfatdrio, e especificamente cénceres de células
epiteliais como cancer de pulmio, ovariano, mama, cérebro, cdlon e da
prostata, que incorpore os beneficios da terapia TKI e supere a nfo
responsividade demonstrada pelos pacientes. Este tratamento deve ter um
impacto dramatico na salde dos individuos, e especialmente individuos mais
velhos, dentre 0s quais o cancer € especialmente comum.

SUMARIO

Os inventores da presente inven¢do descobriram de modo
surpreendente que inibidores de EGEFR irreversiveis sdo efetivos no
tratamento de céncer em individuos que n#o estdo mais respondendo a
terapias com gefitinib e/ou erlotinib. Assim, em uma forma de realizagdo, a
presente invenc¢do prové um método para o tratamento de cancer resistente a
gefitinib/ erlotinib. Nesta forma de realizagdo, a progressdo de céncer em um
individuo é monitorada em um ponto no tempo apos o individuo ter iniciado
tratamento com gefitinib e/ou erlotinib. Progressdo do céncer € indicativa de
cincer que € resistente a tratamento com gefitinib e/ou erlotinib e o individuo
¢ administrado com uma composi¢do farmacéutica compreendendo um
inibidor de receptor de fator de crescimento epidérmico irreversivel (EGFR).

Em formas de realizagdo preferidas, o inibidor de EGFR
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irreversivel ¢ EKB-569, HKI-272 ou HKI-357. Alternativamente, o inibidor
de EGFR irreversivel pode ser qualquer composto que liga a cisteina 797 de
EGFR (SEQ ID NO: 1).

A progressdo de cancer pode ser monitorada por métodos bem
conhecidos dos versados. Por exemplo, a progressdo pode ser monitorada por
meio de inspegdo visual do céncer, como, por meio de raio-X, varredura por
CT ou MRI. Alternativamente, a progressdo pode ser monitorada por meio de
detecgdo de biomarcador de tumor.

Em uma forma de realizagdo, o paciente é monitorado em
varios pontos no tempo durante todo o tratamento do cancer. Por exemplo, a
progressdo de um céncer pode ser monitorada por andlise a progressdo de
cancer em um segundo ponto no tempo e comparando esta andlise com uma
analise em um primeiro ponto no tempo. O primeiro ponto no tempo pode ser
antes ou apds iniciar o tratamento com gefitinib e/ou erlotinib e o segundo
ponto no tempo € apés o primeiro. Um crescimento aumentado do céncer
indica progressdo do cancer.

Em uma forma de realiza¢dio, a progressdo de céncer ¢
monitorada por andlise do tamanho do cancer. Em uma forma de realizagdo, o
tamanho do cincer é analisado via inspegfo visual do céncer por meio de
raio-X, varredura por CT ou MRI. Em uma forma de realizagdo, o tamanho do
cancer é monitorado por meio de detecg¢do de biomarcador de tumor.

Em uma forma de realizagfo, o céncer é cancer de célula
epitelial. Em uma forma de realizagfo, o cincer é cancer gastrointestinal,
cincer da prostata, cincer ovariano, cincer da mama, ciancer de cabeca e
pescogo, cancer do eséfago, cancer de pulméo, cancer de pulméo de célula
ndo pequena, cancer do sistema nervoso, cancer do rim, cincer da retina,
cincer da pele, cancer do figado, cancer pancreatico, cdncer genito-urinario e
cancer da bexiga.

Em uma forma de realizag&o, o tamanho do céncer ¢
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monitorado em pontos no tempo adicionais, e 0s pontos no tempo adicionais
sdo apos o segundo ponto no tempo.

Em uma forma de realizagdo, o ultimo ponto no tempo € pelo
menos 2 meses apds o ponto no tempo precedente. Em uma forma de
realizagdo, o ultimo ponto no tempo é pelo menos 6 meses apos ponto no
tempo precedente. Em uma forma de realizagdo, o ultimo ponto no tempo ¢é
pelo menos 10 meses apds os pontos no tempo precedentes. Em uma forma de
realizagfio, o ultimo ponto no tempo é pelo menos um ano apos ponto no
tempo precedente.

Em outra forma de realizagdo, a presente invengdo prové um
método para tratamento cancer, compreendendo administrar a um individuo
tendo a mutagdo em EGFR, ou seja, a substitui¢do de uma metionina por uma
treonina na posicdo 790 (T790M) de SEQ ID. No. 1, uma composigéo
farmacéutica compreendendo um inibidor de EGFR irreversivel. A mutacédo
de T790M confere resisténcia a tratamento com gefitinib e/ou erlotinib.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figuras 1 A-IB mostram analise EGFR de seqtiéncia em lesdes
metastaticas recorrente de dois pacientes NSCLC com resisténcia adquirida a
gefitinib. Figura IA mostra andlise de seqiiéncia para caso 1. A mutagfo de
T790M em EGFR est4 presente em uma lesdo no figado recorrente apos o
desenvolvimento de resisténcia clinica a gefitinib. (Esquerda) A mutagio ndo
foi detectada no lesdo primaria do pulmio no momento da diagnose. (Direita)
Tanto a tumor primaria do pulmio e como a lesdo recorrente no figado
abrigam a mutagfo de sensibilizagdo de L858R gefitinib. Deve-se notar, que a
mutacdo L858R esti presente na relacio esperada para uma mutagéo
heterozigdtica em tanto lesdes primarias como recorrentes, enquanto T790M ¢
detectavel em niveis baixos comparados com o alelo tipo selvagem. Um
polimorfismo (G/ A) ¢ mostrado na mesma trilha para demonstrar

representagio equivalente de dois alelos no produto PCR néo clonado. Figura

4
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IB mostra analise de seqiiéncia para caso 2. A mutacdo T790M esta presente

de uma minoria pequena de células resistentes a gefitinib. (Esquerda) A
muta¢do T790M ndo foi detectavel nem no tumor primario do pulmao como
em oito lesdes recorrentes no figado deste caso por seqiienciamento de
produtos PCR n#o clonados. Heterozigosidade em um polimorfismo adjacente
(G/ A) confirma amplificacdo de ambos alelos EGFR destas amostras. A
mutagdo de sensibilizacdo a gefitinib-, L861Q, foi detectada na relagdo
esperada dentro do tumor primario de pulmio assim como de cada uma das
oitos lesdes recorrentes do figado.

Figuras 2A-2C mostram resisténcia adquirida a gefitinib em
linhagens de células de cancer broncoalveolar e sensitividade persistente a
inibidores de familia ERBB irreversiveis. Figura 2A mostra inibi¢do por
inibidores de tirosina quinase de proliferagdo de linhagens de células de
cancer broncoalveolar com EGFR tipo selvagem (NCI-HI 666), a mutagdo
ativante delE746-A750 em EGFR (NCI-HI 650), ou dois subclones
representativos resistentes a gefitinib de NCI-HI1 650 (G7 e C11). O efeito do
inibidor de gefitinib reversivel é comparado com que o do inibidor
irreversivel HKI-357. Comparaveis resultados foram observados com os
outros inibidores irreversiveis . Numeros de células foram medidos por
coloragfio de violeta cristal, apés cultura em 5% FCS, com 100 ng/ml EGFR,
a 72 h apos exposicdo as indicadas concentragdes de farmacos. Cada ponto de
dados representa a média de quatro amostras. Figura 2B mostra a estrutura
quimica de gefitinib, um inibidor reversivel de EGFR; EKB- 569, um inibidor
irreversivel de EGFR; ¢ HKI-272 ¢ HKI-357, dois inibidores irreversiveis
duais de EGFR ¢ ERBB2. Figura 2C mostra geragdo de células NCI- HI650
resistentes a farmacos apoOs tratamento com variadas concentragdes de
gefitinib ou o inibidor EKB-569 irreversivel de ERBB. Col6nias foram
coloridas apds 12 dias em cultura na presenca de inibidores.

Figuras 3A-3D mostram dependéncia persistente em
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sinalizagdo de EGFR e ERBB2 em células resistentes a gefitinib, e passagem
de trafico alterada de receptor. Figura 3 A mostra viabilidade de células apos
abate mediado por siRNA de EGFR e ERBB2 em linhagens de células
broncoalveolares com EGFR tipo selvagem (NCI-HI 666), comparado com
células com a ativacdo de mutagdo de 1E746-A750 em EGFR (NCI-HI 650) e
dois derivados resistentes a gefitinib-(G7 e Cl 1). Células viaveis foram
contadas 72 h apds tratamento com RNA filamento duplo sdo mostradas
como uma fracdo relativa a células tratadas com siRNA néo especifico , com
desvios padrdes com base em amostras em triplicata. Figura 3 B mostra
inibi¢do de autofosforilagio de EGFR (Yl 068) e fosforilagdo de efetores
AKT ¢ MAPK a jusante (ERK) em células tratadas com concentragoes
crescentes de gefitinib ou o inibidor irreversivel HKI-357, seguido por um
pulso de 2-h com EGF. A linhagem parental de células NCI-HI 630 €
comparada com uma linhagem resistente a gefitinib representativa, G7. Totais
AKT e MAPK sdo mostrados como control_es; tubulina é usada como controle
de carga para os niveis de EGFR total, que estdo no limite inferior de
detecgfo nestas células. Figura 3 C mostra internalizacdo de EGFR alterada
em células NCI-H 1650 (G7) resistentes a gefitinib, comparado com a
linhagem parental de células NCI-HI 650 sensivel. EGF etiquetado com
rodamina é usado para rotular EGFR a 5 e 20 min, apos adigfo de ligando. A
internalizagdo aumentada de EGFR em células NCI-HI 650 (G7) é m ais
evidente a 20 min. (microscopio Zeiss, ampliagdo x63). Figura 3D mostra
imunoblotting de EGFR internalizado de células parentais NCI-HI 650 e o

Derivado G7 resistente apos rotulagdo com pulso de proteinas
de superficie de células por biotinilagdo e busca durante 20 min. O EGFR
intracelular aumentado em células NCI-HI 650 (G7) é comparado com a
internalizag¢do de receptor (TR) de transferrina néo alterado.

Figuras 4A-4B mostram eficdcia de inibidores de ERBB

irreversiveis em supressdo de mutante T790M EGFR. Figura 4A mostra
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comparagdo de gefitinib e dois inibidores irreversiveis, HKI-357 e HKI-272,
em sua capacidade para suptimir autofosforilacdo de EGFR (Y1l 068} e
fosforilacdo de efetores AKT e MAPK (ERK) a jusante na linhagem de
células broncoalveolares NCI-HI 975, abrigando tanto uma mutagdo de
sensibilizacdo (I.858R) como uma mutagdo associada com resisténcia
(T790M). EGFR, AKT, e MAPK totais sdo mostrados como controles de
carga . Figura 4B mostra supressdo de proliferagiio em células NCI-HI 975
abrigando as mutagdes L.858R e T790M por os trés inibidores irreversiveis da
familia de ERBB, comparado com gefitinib.

Figura 5 mostra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ ID NO: 2) e
a seqiléncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 1) de EGFR.

Figura 6 mostra que, como gefitinib, HKI 357 e EKB 569
(rotulados “Wyeth") demonstraram aumentado exterminio de células de
células NSCLC abrigando uma muta¢io de EGFR, mas diferente de gefitinib,
clones resistentes estes farmacos ndo foram prontamente gerados in vitro €
eles retém sua eficécia contra clones resistentes a gefitinib.
DESCRICAO DETALHADA

Canceres resistentes a gefitinib e erlotinib

Gefitinib (composto ZD! 839 desenvolvido por AstraZeneca
UK Ltd.; disponivel sob o nome comercial IRESSA) e erlotinib (composto
OSI-774 desenvolvido por Genentech, Inc. e OSI Pharmaceuticals, Inc.;
disponivel sob o nome comercial TARCEVA) induzem respostas clinicas
draméticas em casos de canceres de pulmio de célula no pequena (NSCLCs)
abrigando mutagdes ativantes no receptor EGF (EGFR) (1-3), que € marcado
por estes inibidores competitivos de ligagdo de ATP (4, 5).A eficdcia destes
inibidores de tirosina quinase pode resultar tanto de alteragSes na fissura de
ATP associada com estas mutagdes, que levam a uma melhorada inibigfo da
quinase mutante por estes farmacos, e de dependéncia biol6gica destas células

de cancer nos sinais de sobrevivéncia aumentada transduzidos para os
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receptores mutantes, um fenémeno descrito como "vicio de oncogene " (6, 7).
Apesar de respostas terapéuticas a tanto gefitinib como
erlotinib poderem persistir durante tanto como 2-3 anos, a duragdo média de
resposta na maior parte dos casos de NSCLC ¢ somente de 6-8 meses (8-10).
Os mecanismos subjacentes a resisténcia adquirida ao farmaco ndo sdo bem
entendidos. Por analogia com imatinib (GLEEVEC), que inibe a BCR-ABL
quinase envolvida em leucemias mieloides cronicas (CMLs), a C-KIT quinase
implicada em tumores estromais gastrointestinais (GISTs), e a FIPILI -
PDGFR-o quinase em sindrome hipereosinofilica idiopatica (HES), mutagdes
secundarias de dominio de quinase podem potencialmente suprimir a ligagdo
do farmaco (11-16). No entanto, NSCLC recorrente ndo € prontamente
submetida a bidpsia, assim, somente amostras clinicas limitadas sdo
disponiveis para analise. Recentemente, uma unica mutacdio secundaria,
T790M, dentro do dominio de EGFR quinase foi registrada em trés de seis
casos com doenga recorrente apds terapia com gefitinib ou erlotinib (17, 18).
Cédon 315 de BCR- ABL, que ¢ analogo a codon 790 de EGFR, é com
freqiiéncia mudado em CML resistente a imatinib (11, 12), e mutagdo do
correspondente residuo em C-XJr(COdOn 670) e FIPILI-PDGFR-a (codon
674) é associado com GIST e HES resistentes a imatinib, respectivamente
(15, 16). A moldagem prematura in vitro de resisténcia a inibidores de EGFR
indica que a mutagiio de codon 790 dentro de receptor de tipo selvagem
deveria similarmente suprimir a inibi¢do por um inibidor de tirosina quinase
de EGFR (19). Recentemente, proteinas EGFR transfectadas contendo
mutagdes ativantes junto com a substituigio T790M foram mostradas como
demonstrando inibigdio reduzida por gefitinib e erlotinib (17, 18). Apesar da
mutacio T790M parecer contribuir para a resisténcia adquirida em alguns
casos de NSCLC, os mecanismos subjacentes a falha do tratamento em casos
faltando muta¢des de EGFR secundarias permanecem ndo explicados.

Em contraste com a quinase BCR-ABL citoplasmica,
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sinalizagdo por EGFR ligado a membrana envolve uma via complexa de
ligacdo a ligando. homodimerizacdo de receptor, e heterodimerizacdo com
ERBB?2 ¢ outros membros da familia, seguido por internalizagao e reciclagem
da do receptor ligado a ligando ou degradagdo do receptor mediada por
ubiquitina (20). Significante sinalizagdo dependente de EGF ocorre, como se
pensa, durante o processo de internalizagdo, que é também associado com a
dissocia¢do de complexos de EGFR no pH baixo de vesiculas intracelulares .
Como tal, fatores multiplos modulam a resisténcia e qualidade do sinal
transduzido pelo receptor, e alteragdes em passagem de trafico de EGFR
foram intimamente ligadas com a regulagdo de respostas celulares
dependentes de EGF (20).

A presente invengdo ¢ baseada na descoberta de que cénceres
resistentes a gefitinib podem incluir os em que a mutagdo de EGFR T790M
estd somente presente em um subconjunto de células de tumor resistentes e as
em que a mutagio T790M ndo é observada, mas internalizagdo de EGFR
aumentada é observada. A invengdo € ainda baseada na descoberta de que
inibidores de EGFR irreversiveis, que covalentemente reticulam o receptor,
sdo efetivos para inibir cinceres com a mutagdo T790M e em cénceres com
passagem de trafico de EGFR alterado que podem tornar estes cédnceres
resistentes ao tratamento com gefitinib e/ou erlotinib. Assim, a presente
invengdio prové um método para tratamento de canceres resistentes a gefitinib
e/ou erlotinib compreendendo administrar inibidores de EGFR irreversiveis.

Método para tratamento de um paciente

Em uma forma de realizagio, a invengdo prové um meétodo
para tratamento de cincer resistente a gefitinib/ erlotinib. Método compreende
administrar a um paciente em necessidade deste tratamento uma quantidade
efetiva de alguns inibidores de EGFR irreversiveis, incluindo EKB-569 (4-
anilinoquinolina-3-carbonitrila; Greenberger et al., 11™ NCI- EORTC-AACR

Symposium on New Drugs in Cancer Therapy, Amsterdam, November 7- 10,
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2000, resumo 388; Wyeth), HKI-357 (um derivado de 4-anilinoquinolina-3-
carbonitrila: Tsou et al. J. Med. Chem. 2005. 48: 1107-1131: Wyeth) e/ou
HKI-272 (um derivado de 4-anilinoquinolina-3-carbonitrila; Rabindran et al.,
Cancer Res. 2004, 64, 3958-3965; Wyeth). Em uma forma de realizagdo
preferida, a invengdo prové um método compreendendo administrar a um
paciente em necessidade deste tratamento uma quantidade efetiva de EKB-
569. Em uma forma de realizagéio‘ preferida, a invencdo prové um meétodo
compreendendo administrar a um paciente em necessidade deste tratamento
uma quantidade efetiva de HKI-357.

O tratamento também pode envolver uma combinagdo de
tratamentos, incluindo, mas ndo limitados a inibidor de tirosina quinase em
combina¢dio com outros inibidores de tirosina quinase, quimioterapia,
radiagdo, etc..

Os canceres podem ser inicialmente diagnosticados como
sensiveis a gefitinib/ erlotinib ou previstos como sendo sensiveis a gefitinib/
erlotinib por meio de métodos descritos em Lynch et al., 2004; 350:2129-
2139. A sensibilidade a gefitinib/ erlotinib pode ser prevista pela presenga no
tumor de muta¢des de EGFR incluindo, por exemplo, delecéo de residuos 747
(lisina) a 749 (cido glutdmico) combinada com a mutagdo em 750 (alanina),
delecdo de residuos 747 (lisina) a 750 (alanina), substitui¢do de arginina por
leucina em residuo 858, substituigdo de glutamina por leucina em residuo
861.

Canceres podem ser diagnosticados como resistentes a
gefitinib/ erlotinib apés tratamento com gefitinib e/ou erlotinib ter comegado.
Alternativamente, cinceres podem ser diagnosticados como resistentes a
gefitinib/ erlotinib antes da iniciagdo de tratamento com estes compostos. A
resisténcia a gefitinib e/ou erlotinib no tumor pode ocorrer apés, por exemplo,
6 meses ou mais de tratamento com gefitinib e/ou erlotinib. Alternativamente,

resisténcia a gefitinib e/ou erlotinib do tumor pode ser diagnostica menos de 6
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meses ap0s tratamento com gefitinib e/ou erlotinib ter comegado. Diagnose de
resisténcia a gefitinib e/ou erlotinih pode ser obtida por meio de monitoracéo
da progressio do tumor durante tratamento com gefitinib e/ou erlotinib.
Progressio do tumor pode ser determinada por comparagdo do estado do
tumor entre pontos no tempo apds tratamento ter comecado ou por
comparagdo do estado do tumor entre um ponto no tempo apos tratamento ter
comecado a um ponto no tempo antes da iniciacdo de tratamento com
gefitinib e/ou erlotinib. Progressdo do tumor pode ser monitorada durante
tratamento com gefitinib e/ou erlotinib visualmente, por exemplo, por meio de
radiografia, por exemplo, raio-X, varredura por CT, ou outros métodos de
monitoragdo conhecidos do versado, incluindo palpitagdo do céncer ou
métodos para monitor com biomarcador os niveis do tumor. Progressdo do
cincer durante tratamento com gefitinib e/ou erlotinib indica resisténcia a
gefitinib e/ou erlotinib. Um aumento no nivel dos biomarcadores de tumores
indica progressdo do tumor . Assim, um aumento nos niveis de biomarcadores
de tumor durante tratamento com gefitinib e/ou erlotinib indica resisténcia a
gefitinib e/ou erlotinib. Detecgio de novos tumores ou detecgfo de metdstase
indica progressio do tumor . Cessagdo do encolhimento do tumor indica
progressdo do tumor . Crescimento do cancer ¢ indicado por, por exemplo,
aumento no tamanho do tumor, metastase ou detecgdo de um novo cancer,
e/ou um aumento nos niveis de biomarcador de tumor.

O desenvolvimento de resisténcia a gefitinib e/ou erlotinib
pode ser monitorada por meio de teste pela presenga de uma mutagdo
associada com a resisténcia a gefitinib e/ou erlotinib em células de tumor
circulantes obtidas da circulagdo, ou outro fluido corporal, do individuo.
Presenca de mutagdes associadas com a resisténcia a gefitinib e/ou erlotinib
em células de tumor do individuo € indicativa de um tumor resistente a
gefitinib e/ou erlotinib.

Em uma forma de realiza¢do, o tumor do individuo abriga
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mutagdes indicativas de sensibilidade a gefitinib e/ou erlotinib, ainda ele ¢
resistente a tratamento com gefitinib e/on erlotinib  Fm uma forma de
realizagdo, o tumor do individuo abriga mutagdes indicativas de sensibilidade
a gefitintb e/ou erlotinib e abriga mutacdes indicativas de resisténcia a
gefitinib e/ou erlotinib, por exemplo, a mutagdo T790M, isto é, onde um
residuo metionina € substituido pelo residuo de treonina nativo, em EGFR,
por exemplo internalizacdo de EGFR aumentada. Em uma forma de
realizagdo, O tumor do individuo ndo abriga mutagdes indicativas de
sensibilidade a gefitinib e/ou erlotinib e de fato abriga muta¢des indicativas
de resisténcia a gefitinib e/ou erlotinib, por exemplo, a mutacdo de T790M em
EGFR, por exemplo, internalizagdo de EGFR aumentada.

Em conexdo com a administragdo do farmaco, uma
"quantidade efetiva" indica uma quantidade que resulta em um efeito benéfico
para pelo menos uma fragdo estatisticamente significante de pacientes, como
a melhora dos sintomas, uma cura, uma redugfo na carga da doenga, reducio
da massa de massa de tumor ou nimeros de células, extensio de vida,
melhorada na qualidade de vida ou outro efeito geralmente reconhecido como
positivo por doutores médicos familiarizados com o tratamento de um tipo
particular de doenga ou condigio.

A dosagem efetiva de ingrediente ativo empregado pode variar
dependendo do particular composto empregado, o0 modo de administracdo e a
severidade da condigdo sendo tratada. O versado na arte conhece a dose
efetiva para cada paciente, que pode variar com a severidade da doenga,
variagdo genética individual, ou taxa metabdlica. No entanto, em geral,
resultados satisfatérios sdo obtidos quando os compostos da invengdo sdo
administrados em um dosagem diaria de cerca de 0,5 a cerca de 1000 mg/kg
de peso corporal, opcionalmente dado em doses divididas duas a quatro vezes
por dia, ou em uma forma de liberago prolongada. A dosagem diaria total é

projetada para ser de cerca de 1 a 1000 mg, preferivelmente de cerca de 2 a
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500 mg. Formas de dosagem apropriadas para uso interno compreendem de
cerca de 0.5 a 1000 mg do composto ativo em mistura intima com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel solido ou liquido. Este regime de dosagem pode
ser ajustado para prover a resposta terapéutica otima. Por exemplo, varias
doses divididas podem ser administradas diariamente ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida como indicado pelas exigéncias da situagio
terapéutica.

A via de administragdo pode ser intravenosa (I. V.},
intramuscular (I.M.), subcutdnea (S. C), intradérmica (I.D.), intraperitoneal
(LP.), intratecal (I.T.), intrapleural, intrauterina, retal, vaginal, topica,
intratumor e semelhantes. Os compostos da invengdo podem ser
administrados parenteralmente por inje¢do ou por infusdo gradual com o
tempo e pode ser distribuida por meios peristalticos.

Administragdo pode ser por meios transmucosais oOu
transdérmicos. Para administragdo transmucosal ou transdérmica, os agentes
penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada sfio usados na
formulagdo. Estes agentes penetrantes sfo geralmente conhecidos na arte e
incluem, por exemplo, para administragio transmucosal, sais de bile e
derivado de 4cido fusidico. Além disso, detergentes podem ser usados para
facilitar a permeagfio. Administragio transmucosal pode ser através de
pulveriza¢do nasal, por exemplo, ou usando supositorios. Para administragdo
oral, os compostos da invengo sio formulados em formas de administragdo
oral o convencionais como capsulas, tabletes e tonicos.

Para administragdo tdpica, a composi¢do farmacéutica
(inibidor de atividade quinase) é formulado em ungiientos, pomadas, géis ou
cremes, como € geralmente conhecido na arte.

As composi¢bes terapéuticas desta invengdo, por exemplo
inibidores de EGFR irreversiveis, sdo convencionalmente administradas

intravenosamente, como por inje¢do em uma dose unitaria, por exemplo. O
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termo " dose unitaria” quando usado em referéncia a uma composi¢ao
terapéutica da presente invengdo refere-se unidades fisicamente discretas
apropriadas como dosagem unitaria para o individuo, cada unidade contendo
uma quantidade predeterminada de material ativo calculada para produzir o
desejado efeito terapéutico em associagdo com os diluentes requerido; isto €,
carreador, ou veiculo.

As composi¢des sdo administradas em um modo compativel
com a formulacdo da dosagem , e em uma quantidade terapeuticamente
efetiva. A quantidade a ser administrado e¢ a escolha do tempo depende do
individuo a ser tratado, a capacidade do sistema do individuo de utilizar o
ingrediente ativo, e o grau de efeito terapéutico desejado. As quantidades
precisas de ingrediente ativo requerido a ser administrado dependem do
julgamento do médico clinico e sdo peculiares a cada individuo.

A composigio terapéutica utilizavel para praticar os metodos
da presente invengdo, por exemplo inibidores de EGFR irreversiveis, €
descrita aqui. Qualquer formulag@io ou sistema de liberagdo de farmacos
contendo os ingredientes ativos, que € apropriada para o uso pretendido, como
sio geralmente conhecidos dos versados, pode ser usada. Apropriados
veiculos farmaceuticamente aceitdveis para administragdo oral, retal, topica
ou parenteral (incluindo inalag#o, subcuténeo, intraperitoneal, intramuscular e
intravenosa) sdo conhecidos dos versados. O veiculo deve ser
farmaceuticamente aceitavel no sentido de ser compativel com os outros
ingredientes da formulagdo e ndo deletérios para o seu recipiente.

Como usado aqui, os termos "farmaceuticamente aceitavel ",
"fisiologicamente tolerdvel" e suas variagdes gramaticais, como elas se
referem as composi¢des, veiculos, diluentes e reagentes, sdo usados
interpermutavelmente e representam que os materiais s3o capazes de
administracio a ou sobre um mamifero sem a producéo de efeitos fisiologicos

indesejaveis.
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FormulagBes apropriadas para administragdo parenteral
convenientemente incluem preparacdo aquosa estéril do composto ativo que é
preferivelmente isotdnico com o sangue do recipiente. Assim, estas
formulagdes podem convenientemente conter agua destilada, 5% dextrose em
agua destilada ou solugdo salina. As formulagdes utilizaveis também incluem
solugbes concentradas ou sélidos contendo o composto que quando de
diluigio com um solvente apropriado da uma solug@o apropriada para
administragé@o parental acima.

Para administragdo enteral, um composto pode ser incorporado
em um veiculo inerte em unidades discretas, como capsulas, pilulas, tabletes
ou pastilhas, cada contendo uma quantidade predeterminado do composto
ativo; como um po ou granulos, ou uma suspensdo ou solugdo em liquido
aquoso ou liquido nfo aquoso, por exemplo, um xarope, um elixir, uma
emulso ou uma inalagdo. Os veiculos apropriados podem ser amidos ou
agucares e incluem lubrificantes, aromatizantes, aglutinantes, e outros
materiais da mesma natureza.

Um tablete pode ser feito por compressdo ou moldagem,
opcionalmente com um ou mais ingredientes acessorios. Os tabletes
comprimidos podem ser preparados por compressdo em uma maquina
apropriada do composto ativo em uma forma de livre escoamento, por
exemplo, um pé ou granulos, opcionalmente misturados com ingredientes
acessorios, por exemplo, aglutinantes, lubrificantes, diluentes inertes, agentes
tensoativos ou dispersantes. Os tabletes moldados podem ser feitos por
moldagem em uma maquina apropriada, uma mistura do composto ativo em
p6 com qualquer veiculo apropriado.

Um xarope ou suspensdo pode ser feito pela adigdo do
composto ativo a um concentrado, solugdo aquosa de um agucar, por
exemplo, sacarose, ao qual também pode ser adicionado quaisquer

ingredientes adicionais. Estes ingredientes adicionais podem incluir,
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aromatizante, um agente para retardar cristaliza¢do do agtcar ou um agente
para aumentar a solubilidade de qualquer outro ingrediente, por exemplo,
como um alcool poliidrico, por exemplo, glicerol ou sorbitol.

As formulagdes para administragdo retal podem ser
apresentadas como um supositério com um veiculo convencional, por
exemplo, manteiga de cacau ou Witepsol S55 (marca registrada de Dynamite
Nobel Chemical, Germany), para uma base de supositério.

Formulagdes para administrago oral podem ser apresentadas
como um melhorador. Os melhoradores de absor¢io oralmente aceitiveis
incluem tensoativos como lauril sulfato de sédio, palmitoil carnitina, Lauret-
9, fosfatidilcolina, ciclodextrina e seus derivados, sais de bile como
deoxicolato de sédio, taurocolato de sédio, glicoclato de sédio, e fusidato de
sodio; agentes quelantes incluindo EDTA, 4cido citrico e salicilatos; e 4cidos
graxos (por exemplo, acido oleico, acido laurico, acilcarnitinas, mono- e
diglicetideos). Outros melhoradores de absorcio oral incluem cloreto
benzalconio, cloreto de benzetonio, CHAPS (3- (3-colamidopropil)-
dimetilamonio-l-propanossulfonato), Big-CHAPS (N, N-bis(3-D-
gluconamidopropil)-colamida), clorobutanol, octoxinol-9, alcool benzilico,
fenois, cresois e dlcoois de alquila. Um melhorador de absorcéo preferido
para a presente inveng#o ¢ lauril sulfato de sodio.

Alternativamente, o composto pode ser administrado em
lipossomas ou microesferas (ou microparticulas). Métodos para preparar
lipossomas e microesferas para administragio a um paciente sdo bem
conhecidos dos versados. Patente U.S. 4,789,734, cujos contetdos sdo aqui
incorporados por referéncia, descreve métodos para encapsular materiais
biolégicos em lipossomas. Essencialmente, o material é dissolvido em uma
solugdo aquosa, os fosfolipideos e lipideos apropriados adicionados, junto
com tensoativos se requerido, e o material dialisado ou sonicado, como

necessario. Um estudo dos métodos conhecidos é provido por G. Gregoriadis,

)

.



15

25

20

Cap. 14, "Liposomes,” Drug Carriers in Biology and Medicine, pp. 287-341
(Academic Press, 1979).

Microesferas formadas de polimeros ou proteinas sdo bem
conhecidas dos versados na arte, e pode ser adequadas para passagem através
do trato gastrointestinal diretamente na corrente sanguinea. Alternativamente,
o composto pode ser incorporado e as microesferas, ou composito de
microesferas, implantadas para uma liberagdo lenta durante um periodo de
tempo na faixa de dias a meses. Ver, por exemplo, Patentes U.S. 4.906.474,
4.925.673 e 3.625.214, e Jein, TIPS 19:155-157 (1998), cujos conteudos sdo
aqui incorporados por referéncia.

Em uma forma de realizagdo, o inibidor de tirosina quinase da
presente inveng¢do pode ser formulado em um lipossoma ou microparticula
que é dimensionada de modo apropriado para se alojar nos leitos capilares
apos administragdo intravenosa. Quando o lipossoma ou microparticula é
alojado nos leitos capilares circundando o tecido isquémico, os agentes
podem ser administrados localmente no sitio em que eles podem ser mais
efetivos. Os lipossomas apropriados para marcagéo do tecido isquémico sdo
geralmente menos que cerca de 200 nanémetros e sdo também tipicamente
vesiculas unilamelares, como descrito, por exemplo, em Patente U.S.
5.593.688 para Baldescliweiler, "Liposomal targeting of ischemic tissue,"
cujos conteudos sdo aqui incorporados por referéncia.

As microparticulas preferidas sdo as preparadas a partir de
polimeros biodegradiveis, como poliglicolideos, polilactideos e seus
copolimero. Os versados na arte podem prontamente determinar um sistema
veiculo apropriado dependendo de vdrios fatores, incluindo a taxa desejada de
liberacd@o de farmaco e a dosagem desejada.

Em uma forma de realizagdo, as formula¢des sdo
administradas via cateter diretamente no interior dos vasos sanguineos. A

administra¢do pode ocorrer, por exemplo, através de furos no cateter. Nestas
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formas de realizagdo em que os compostos ativos tem uma meia vida relagdo
longa (da ordem de 1 dia a uma semana ou mais), as formulag¢des podem ser
incluidas em hidrogéis poliméricos biodegraddveis, como os descritos em
Patente U.S. 5.410.016 para Hubbell et al. Estes hidrogéis poliméricos podem
ser liberados no interior de um limen de tecido e os compostos ativos
liberados com o tempo a medida que o polimero degrada. Se desejavel, os
hidrogéis poliméricos podem ter microparticulas ou lipossomas que incluem
0s compostos dispersos no mesmo, provendo outro

mecanismo para a liberag#o controlada dos compostos ativos.

As formulagSes podem ser convenientemente apresentadas em
uma forma de dosagem unitaria e podem ser preparados por qualquer dos
métodos bem conhecidos na arte de farmacia. Todos os métodos incluem a
etapa de levar o composto ativo em associagdo com um veiculo r que constitui
um ou mais ingredientes acessdrios. Em geral, as formulagdes sdo preparadas
por levando de modo uniforme e intima do composto ativo em associagdo
com um veiculo liquido ou um veiculo sélido finamente dividido e entéo, se
necessario, moldando o produto na forma de dosagem unitéria desejada.

As formula¢des podem ainda incluir um ou mais ingrediente(s)
acessorio(s) usados na arte de formula¢Ses farmacéuticas, por exemplo,
diluente, tampdes, agentes aromatizantes, aglutinantes, agentes tensoativos,
espessantes, lubrificantes, agentes de suspensdo, conservantes (incluindo
antioxidantes) e semelhantes.

Compostos dos presentes métodos (isto é inibidores de EGFR
irreversiveis) podem ser apresentados para administragdo ao trato respiratorio
como uma baforada ou um aerossol ou solugdo para um nebulizador, ou como
um po6 microfino para insuflagdo, sozinho ou em combinagdo com veiculo
inerte como lactose. Em tal caso, as particulas de composto ativo tem de
modo apropriado didmetros de menos que 50 microns, preferivelmente menos

que 10 microns, mais preferivelmente entre 2 e 5 microns.
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Geralmente, para administragdo nasal, um pH suavemente
acido sera preferidos. Preferivelmente, as composi¢des da invenc¢io tem um
pH de cerca de 3 a 5, mais preferivelmente de cerca de 3.5 a cercade 39 e
mais preferivelmente 3.7. O ajuste do pH é obtido por adi¢do de um 4cido
apropriado, como acido cloridrico.

A preparagdo de uma composigdo farmacoldgica que contém
ingredientes ativos dissolvidos ou dispersos nos mesmos ¢ bem conhecida na
arte e ndo precisada ser limitada com base em formula¢do. Tipicamente estas
composi¢des sdo preparadas como injetaveis ou como solugdes liquidas ou
suspensdes, no entanto, formas sélidas apropriadas para solu¢do, ou
suspensdes, em liquido antes do uso também podem ser preparadas. A
preparacdo também pode ser emulsificada.

O ingrediente ativo pode ser misturado com excipientes que
so farmaceuticamente aceitaveis e compativeis com o ingrediente ativo e em
quantidades apropriadas para uso nos métodos terapéuticos descritos aqui .
Excipientes apropriados sdo, por exemplo, agua, solugdo salina, dextrose,
glicerol, etanol ou semelhantes e suas combinagdes. Além disso, se desejado,
a composicdo pode conter quantidades menores de substincias auxiliares
como agentes umectantes ou emulsificantes, agentes de tampdo de pH e
semelhantes que melhoram a eficacia do ingrediente ativo.

Os inibidores de quinase irreversiveis da presente invengido
podem incluir sais farmaceuticamente aceitdveis dos componentes aqui
apresentados. Os sais farmaceuticamente aceitaveis incluem os sais de adigio
de 4cido (formados com os grupos amino livres do polipeptideo), que sdo
formados com 4cidos inorganicos como, por exemplo, acidos cloridrico ou
fosforico, ou como 4cidos orginicos, como acético, tartarico, mandélico e
semelhantes. Sais formados com os grupos carboxila livres podem ser
também derivados de bases inorganicas como, por exemplo, hidroxidos de

sodio, potassio, aménio, calcio ou férrico, e como bases orgdnicas como
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isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina, procaina e
semelhantes.

Os veiculos fisiologicamente toleraveis sdo bem conhecidos na
arte. Exemplos de veiculos liquidos sdo solu¢des aquosas estéreis que nido
contém materiais além dos ingredientes ativos e dgua, ou contém um tamp&o
como fosfato de sddio em valor de pH fisiologico, solugédo salina fisiologica
ou ambos, como solucdo salina tamponada com fosfato. Ainda mais, os
veiculos aquosos podem conter mais de um sal tampio, assim como sais
como cloretos de sodio e potassio, dextrose, polietileno glicol e outros
solutos. .

As composi¢des liquidas também podem conter fases liquidas
além de e em exclusdo de agua. Exemplos destas fases de liquido adicionais
sdo glicerina, dleos vegetais como Oleo de semente de algoddo, e emulsdes
agua-oleo.

Definic¢oes:

Os termos “ErbB 1 ", "receptor de fator de crescimento
epidérmico” e "EGFR" sdo usados interpermutavelmente aqui e referem-se a
EGFR de seqiiéncia nativa, como descrito, por exemplo, em Carpenter et al.
Ann. Rev. Biochem. 56:881-914 (1987), incluindo suas variantes (por
exemplo a EGFR mutante de delegdo como em Humphrey et al. PNAS (
USA) 87:4207-4211 (1990)). erbBl refere-se ao gene codificando o produto
de proteina EGFR. Como usado aqui, a proteina EGFR € descrita como
GenBank nimero de acesso. NP_005219 (SEQ ID NO: 1) que é codificado
por gene erbBl, GenBank ntimero de acesso. NM_ 005228 (SEQ ID NO: 2).
Seqiiéncias de nucleotideos e de aminoicidos de erbBl /EGFR podem ser
encontradas na Figura 5.

O termo " atividade de quinase aumentando a varidncia de
acido nucleico” como usado aqui refere-se a uma varincia (isto é mutagio)

em uma seqiiéncia de nucleotideos de um gene que resulta em uma aumentada
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atividade de quinase. A aumentada atividade de quinase é um resultado direto
da variancia no acido nucleico e esta associada com a proteina para a qual o
gene codifica.

O termo "farmaco " ou "composto" como usado aqui refere-se
a uma entidade quimica ou produto bioldgico, ou combinagdo de entidades
quimicas ou produtos biolégicos, administrados a uma pessoa para tratar ou
evitar ou controlar a doenga ou condigdo. A entidade quimica ou produto
biolégico é preferivelmente, mas ndo necessariamente um composto de baixo
peso molecular, mas também pode ser um composto maior, por exemplo, um
oligbmero de acidos nucleicos, aminoacidos, ou carboidratos, incluindo sem
limitagdo, proteinas, oligonucleotideos, ribozimas, DNAzimas, glicoproteinas,
siRNAs, lipoproteinas, aptimeros, e suas modificagbes € combinagdes.

Como usado aqui, os termos "efetivo” e "eficacia " incluem
tanto eficacia farmacoldgica como seguranga fisiologica. A eficacia
farmacoldgica refere-se a capacidade do tratamento resultar em um efeito
bioldgico desejado no paciente. A seguranga fisiologica refere-se ao nivel de
toxicidade, ou outros efeitos fisiolégicos adversos em nivel celular, érgéo
e/ou organismo (com freqiiéncia referidos como efeitos laterais) resultando da
administragdo do tratamento. "Menos efetivo” significa que os resultados de
tratamento em um nivel menor terapeuticamente significante de eficacia
farmacologica e/ou um nivel terapeuticamente maior de efeitos fisiolégicos
adversos.

Moléculas de 4acido nucléico podem ser isoladas de uma
amostra biologica particular, usando qualquer um dentre vdarios
procedimentos, que s@o bem conhecidos na arte, o procedimento de
isolamento particular selecionado sendo apropriado para a amostra bioldgica
particular. Por exemplo, procedimentos de congelamento descongelamento e

lise alcalina podem ser utilizaveis para obter moléculas de 4cido nucléico a

partir de materiais solidos; procedimentos de calor e lise alcalina podem ser



.10

15

® »

25

25

utilizaveis para obter moléculas de 4cido nucléico a partir de urina; e extragio
de proteinase K pode ser usada para obter 4cido nucleico a partir de sangue
(Rolff, A et al. PCR: Clinical Diagnostics and Research, Springer (1994).

Como usado aqui, um "cincer” em um individuo ou paciente
refere-se a presenca de células possuindo caracteristicas de células tipicas
causadoras de céincer, como proliferagio descontrolada, imortalidade,
potencial metastatico, crescimento rapido e taxa de proliferacio, e alguns
aspectos morfologicos caracteristicos. Em algumas circunstancias, as células
de cancer no terfio a forma de um tumor, ou estas células podem existir
localmente dentro de um animal, ou circular na corrente sanguinea como
células independentes.
EXEMPLOS

Compostos. Compostos usados aqui, incluindo EKB-569, HK]
-357, ¢ HK1-272 como descritos em Patente U.S. 6,002,008; Greenberger et
al, Proc. 11™ NCI EORTC-AACR Symposium on New Drugs in Cancer
Therapy, Clinical Cancer Res. Vol. 6 Supplement, Nov. 2000, ISSN 1078-
0432; em Rabindran et al., Cancer Res. 64: 3958- 3965 (2004); Holbro e
Hynes, Ann. Rev. Pharm. Tox. 44:195-217 (2004); e Tejpar et al., J. Clin.
Oncol. ASCO Annual Meeting Proc. Vol. 22, No. 14S: 3579 (2004).

Analise de NSCLC Recorrente e Geracio de Células NCI-
HI 650 Resistentes a Gefitinib. Amostras clinicas de NSCLC recorrente
foram obtidas ap6s autopsia apés aprovagio apropriada. Todo o dominio
quinase de EGFR foi seqiienciado apés andlise de produtos PCR néo
clonados. Miultiplos clones de exon 20 foram seqiienciados para examinar
codon 790. Andlise mutacional de EGFR (exons 1-28), ERBB2 (exons 1-24),
PTEN(Qxons 1-9), Kras (codons 12, 13, e 61), e p53 (exons 5-8) em clones
resistentes a gefitinib assim como a linhagem de células parental NCI-H1650
foi realizada por seqiienciamento automatizado de exons individuais e

flanqueamento da seqliéncia intrénica (condigdes PCR disponiveis em
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solicitagdo) com seqiienciamento bidirecional por uso de quimica de
terminador de corante (BIGDYE versde 1.1, Applied Biosystems). Reacdes
de seqiienciamento foram cicladas em um sequenciador ABI3100 (Applied
Biosystems), e electroferograma; foram analisados usando software
SEQUENCE NAVIGATOR e FACTURA (Applied Biosystems).

Para gerar subclones resistentes de células NCI-HI 650, estas
foram tratadas com etil metano sulfonato (EMS; 600 pg/ml), deixadas
recuperar durante 72 h, e entio semeadas em uma densidade de 6 x 10*
células por disco de 10-cm® em 20 uM gefitinib. Resisténcia relativa destas
células a gefitinib, comparado com os inibidores irreversiveis, foi obtida por
semeadura de 5 x 10* células em placas de seis cavidades em 5% FCS e 100
ng/ml EGF (Sigma), na presenga de concentragbes variadas de farmacos,
seguido apds 72 h por fixagdo das células com 4% formaldeido, coloragdo
com 0,1% violeta cristal, e quantificacdo da massa de células usando o
Sistema de formagsio de imagem infra-vermelho Odyssey (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE). Para experimentos de abate de RNA interferéncia
pequeno (siRNA), células foram transfectadas com oligonucleotideos de RNA
filamento duplo marcando EGFR, ERBB2 (ambos SMARTpool de
Dharmacon, Lafayette, CO), ou controle nio especifico (LRTIB), usando
reagente de transfecgdo X-treme GENE (Roche Applied Science). Apo6s 72 h,
células foram coloridas com violeta cristal e analisadas no varredor de infra-
vermelho Odyssey.

Estudos de Immunoblotting e Sinaliza¢do. Inibicio de
sinalizagido de EGFR por concentracdes crescentes de gefitinib ou os
inibidores irreversiveis foi determinada por semeadura de 9 x 10 células em
placas de 24 cavidades, adicionando os farmacos ao meio contendo 5% FCS
durante 15 min, seguido por um pulso de 2 horas com 100 ng/ml EGF, e
coletando os lisados. Os lisados foram preparados em tampdo de carga 2x gel,

sonicados, fervidos e entdio separados por 10% SDS/PAGE, seguido por
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eletrotransferéncia a membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF), e
imunoblotting. Anticorpos usados foram fosfo-FGFR Y1 068 e proteina
quinase ativada por fosfo-mitogénio (MAPK) (Cell sinalling Technology,
Beverly, MA), fosfo-AKT (BioSource International, Camarillo, CA), e
EGFR, MAPK, AKT, e tubulina totais (Santa Cruz Biotechnology).

Analise de Internalizacio de EGFR. Para demonstrar a
internalizacio de EGFR por microscopia de fluorescéncia, células foram
cultivadas em tampas e incubadas com 1 ng/ml (rth) EGF humano
recombinante (Molecular Probes, Eugene, OR) para varios intervalos antes de
fixar em 4% paraformaldeido durante 10 min. As tampas foram lavadas em
PBS e montadas com reagente anti-desbotamento ProLong Gold (Molecular
Probes). Para quantificar a internalizagdo de EGFR por biotinilagio de
superficie de células, células foram cultivadas até confluéncia, pré-tratadas
com ciclo-hexamida, incubadas em gelo durante 1 h com 1,5 mg/ml
sulfossuccinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-ditiopropionato  (sulfo-NHS-SS-
biotina; Pierce), e lavados com tampdo de bloqueio (50 nM NH,CL/1 mM
MgCLA).1 mM CaCl, em PBS) para extinguir sulfo-NHS-SS-biotina livre,
seguido por varias outras lavagens com PBS. As células foram entdo
incubadas em meio de cultura a 37°C por vérios intervalos para permitir a
internalizacdo das moléculas biotiniladas, lavadas duas vezes durante 20 min
em uma solu¢do de glutationa (50 mM glutationa/75 mM NaCl/75 mM
NaOH/1% BSA) em gelo para extrair todos os grupos biotinila da superficie
da célula, ¢ entdo raspados e lisados em 500 pM tampéo de teste de
radioimunoprecipitagdo (RIPA) (25 mM Tris-HCl, pH 7.4, com 150 mM
NaCL/0,1% SDS/1% Triton X-100) suplementado com NaF, Na-orto
vanadato, e inibidores de protease. Extratos de células foram centrifugados, e
os sobrenadantes foram incubados com contas de estreptavidina (Sigma) para
coletar as proteinas biotiniladas, que foram entdo analisadas por SDS/PAGE e

imunoblotting com anticorpo anti-EGFR (SC-03, Santa Cruz Biotechnology)
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ou anticorpo contra receptor de transferrina (Santa Cruz Biotechnology).

Resultados e Discussiao

Anailise de cinceres recorrentes de pulmio com resisténcia
adquirida a gefitinib. NSCLC resistente a gefitinib recorrente desenvolvido
em dois pacientes cujos tumores tinham abrigado uma mutagdo ativante de
EGFR quinase no momento do diagnéstico e que tinham mostrado uma
resposta clinica inicial dramética ao farmaco (1). Em ambos os casos, doenca
metastatico progressiva no figado levou 4 morte dos pacientes, 1-2 anos apos
iniciagdo de tratamento. Em caso 1, anélise da metdstase principal do figado
obtida no momento da autdpsia indicou persisténcia da mutacdo EGFR
sensibilizante (L858R), assim como a presenca de uma mutac¢do T790M
recentemente adquirida (Fig. IA). De modo interessante, andlise de produtos
PCR néo clonados mostrou a mutagio L858R inicial como estando presente
em uma abundancia consistente com uma mutagdo heterozigética que esta
presente em todas as células de tumor, enquanto a mutagiio T790M secundiria
foi vista em aproximadamente um quinto da abundancia do alelo de tipo
selvagem correspondente. Assim, esta mutagio associada com resisténcia
parece estar presente em somente a fragdo de células dentro do tumor
recorrente.

Caso 2 envolveu oito distintas metastases recorrentes no
figado ap6s a falha da terapia com gefitinib. Em todas estas lesdes
independentes, a mutagdo de EGFR L861Q sensibilizante estava presente na
relacdo esperada para uma mutagio heterozigética. Ndo foi detectavel uma
mutagdo EGFR secundéria por andlise de produtos PCR nio clonados de
qualquer uma destas metastases. No entanto, apds subclonagem dos produtos
PCR, a mutagdo T790M foi verificada como estando presente em uma
freqii€ncia muito baixa em dois dos quatro tumores metastitico analisados
(T790M, 2 de 50 clones seqiienciados da lesdio 1 e 1 de 56 da lesdo 2), mas

ndo das duas outras metastases recorrentes (0 de 55 clones da lesio 3 e 0 de
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59 da lesdo 4), ou o tumor primario (G de 75 clones) (Fig. W e Tabela 1).
Tomados juntos. estes resultados sdo consistentes com relatos anteriores de
que a mutagdo T790M estd presente em alguns, mas ndo todos, os casos de
resisténcia adquirida a gefitinib (trés de sete tumores; ver refs. 17, 18, e 21).
Além disso, como previamente notado (18), mesmo em alguns casos com esta
mutagdo associada a resisténcia, ela parece estar presente em somente uma
pequena fracdo de células de tumor dentro de uma lesfo recorrente. Estas
observagbes sugerem que adicionais mecanismos de resisténcia estdo
envolvidos em casos sem uma mutagdo EGFR secundaria e que estes
mecanismos coexistem com a mutagdo T790M em outros casos.

Geragiio de linhagens de células resistentes a gefitinib com
susceptibilidade a inibidores irreversiveis. Dada a excelente correlagdo
entre a responsividade clinica de NSCLC mutante de EGFR e a melhorada
sensibilidade a gefitinib de linhagens de células NSCLC com estas mutag¢des
(2, 6, 22, 23), e a limitada disponibilidade de amostras clinicas dos pacientes
com relapso, os requerentes modelaram a resisténcia a gefitinib in vitro. Os
requerentes cultivaram a linhagem de células de cancer broncoalveolar NCI-
HI 650, que tem uma delegdo in-frame de quinase EGFR (delE746-A750), em
20 uM gefitinib, com ou sem exposi¢do anterior ao mutagene etil metano
sulfonato. Esta linhagem de células demonstra um aumento de 100 vezes na
sensibilidade a gefitinib, comparado com algumas linhagens de NSCLC
expressando EGFR tipo selvagem (6). Apesar da vasta maioria destas células
serem efetivamente mortas por 20 pM gefitinib, colOnias resistentes ao
farmaco foram prontamente observadas em uma freqiiéncia de ~107°, sem
levar em contra o tratamento com o mutagene. Quarenta e nove clones
resistentes ao farmaco independentes foram isolados, mostrando uma
diminui¢do média de 50 vezes em sensibilidade a gefitinib (Fig. 2A). Todos
estes mostraram uma persisténcia da mutagdo sensibilizante sem expressdo

alterada de EGFR, e nenhum tinha adquirido uma mutagdo EGFR secundaria
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ou novas muta¢des em ERBB2, p53, Kras, ou PTEN. Clones resistentes a
gefitinib demonstraram comparavel resisténcia a inibidores relacionados da
classe de anilinoquinazolina. Notavelmente, no entanto, eles mostraram uma
persistente sensibilidade a trés inibidores de familia ERBB (Fig. 2A): HKI-
272 (24) e HKI-357 (composto 7f em ref. 25), que sdo inibidores duais de
EGFR e ERBB2 (valores ICsy de 92 e 34 nM, respectivamente, para EGFR e
59 e 33 nM, respectivamente, para ERBB2), e EKB-569 (26), um inibidor
seletivo de EGFR (valores I1Csy de 39 nM para EGFR e 1,3 uM para ERBB2)
(Wyeth) (Fig. 2B). Todos os trés farmacos sdo inibidores irreversiveis, mais
provavelmente via uma liga¢do covalente com o residuo cys797 dentro do
dominio catalitico de EGFR ou o cys805 de ERBB2. Como gefitinib, estes
compostos demonstram aumentada morte de células NSCLC abrigando uma
mutag¢do EGFR, comparado com células expressando receptor tipo selvagem
(Fig. 2A). No entanto, em contraste com gefitinib, contra o qual os clones
resistentes sdo prontamente gerados, mesmo em concentragdes elevadas do
farmaco, os requerentes foram incapazes de estabelecer clones de células que
foram resistentes aos inibidores irreversiveis em concentra¢des acima de 10
UM, mesmo apos a mutagenese com etil metano sulfonato (Fig. 2C).
Dependéncia de células resistentes a gefitinib em expressio
de EGFR e ERBB2. Para adquirir um esclarecimento sobre os mecanismos
subjacentes a aquisi¢do de resisténcia a gefitinib e a sensibilidade persistente
aos inibidores irreversiveis, os requerentes primeiro determinaram se as
linhagens de células resistentes permanecem dependentes de EGFR para sua
viabilidade. Os requerentes mostraram previamente que o abate mediado por
siRNA de EGFR dispara a apoptose em células abrigando EGFRs mutantes,
mas ndo nos alelos de tipo selvagem (6). Significantemente, células NCI-HI
650 parentais, assim como seus derivados resistentes a gefitinib mostraram
uma redugdo comparavel em viabilidade de células apds transfecgdo com

EGFR marcando siRNA (Fig. 3A). Assim, a aquisi¢do de resisténcia a
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gefiinib ndo envolve a ativagdo independente de EGFR de efetores a
montante. Porque HKI-272 e HKI-357 marcam tantc EGFR como ERBB2, cs
requerentes também testaram a supressdo deste receptor relacionado. O abate
de ERBB2 em NCI-HI 650 e seus derivados resistentes a gefitinib também
causaram perda de viabilidade (Fig. 3A), sugerindo um papel para
heterodimeros EGFR-ERBB2 na transdugdo dos sinais de sobrevivéncia
essenciais em células de tumor abrigando mutagdes EGFR. Inibi¢io de EGFR
sozinho por um inibidor irreversivel parece ser suficiente para induzir
apoptose em células resistentes a gefitinib, como demonstrado pela eficicia
de EKB-569, que primariamente marca EGFR (26). No entanto, dados os
efeitos potencialmente complementares de marcagdo tanto de EGFR como de
ERBB2 por uso de siRNA e a disponibilidade de inibidores irreversiveis que
marcam ambos estes membros da familia, o beneficio potencial da inibig¢do
dual certifica esta consideragio.

Os requerentes compararam a capacidade de gefitinib e
inibidores irreversiveis da familia ERBB como suprimindo a sinaliza¢io via
efetores a montante de EGFR que mediam suas vias proliferativas ¢ de
sobrevivéncia. HKI-357 foi 10 vezes mais efetivo do que gefitinib na
supressdo de autofosforilagdo de EGFR (medido em residuo Y 1068), e
fosforilagdo de AKT e MAPK em células NCI-HI 650 parentais abrigando a
mutagio de EGFR delE746-A750 (Fig. 3B). Em um derivado resistente a
gefitinib, NCI-H1650(G7), gefitinib demonstrou uma  eficicia
consideravelmente reduzida na supressdo da fosforilagdo de AKT, um efetor
de sinalizagdo de EGFR chave, ligado a responsividade a gefitinib (6),
enquanto HKI-357 demonstrou uma atividade persistente (Fig. 3B).

Internalizacio de EGFR alterada em genes resistentes a
Gefitinib. Dada a auséncia de muta¢des secundarias em EGFR e a persistente
susceptibilidade de células resistentes a gefitinib para a supressdo mediada

por siRNA de EGFR, os requerentes testaram se os mecanismos subjacentes a
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inibigdo diferencial de sinalizagdo de EGFR em células resistentes a gefitinib
por inibidores reversiveis e irreversiveis podem estar correlacionados com
alteragcdes em trafico de receptores, a um modulador bem documentado de
sinaliza¢do dependente de EGFR (20). De fato , analise de trafico de EGFR
em células resistentes derivadas de NCI-HI 650- demonstrou um consistente
aumento em internalizagdo de EGFR, comparado com as células parentais
sensiveis a farmaco, como medido tanto por internalizagdo de EGF rotulado
com fluoresceina (fig. 3C) como quantificacdo de EGFR citoplasmico
biotinilado (Fig. 3D). Ndo foi observado tal efeito com o receptor de
transferrrina, sugerindo que isto ndo resulta de uma alteragio generalizada em
todo o processamento do receptor. Apesar de outro trabalho ser requerido para
definir o mecanismo preciso para esta altera¢do do trifico de EGFR, um
processo complexo em numerosas proteinas regulatorias foram implicadas,
estes resultados sugerem que a capacidade de gefitinib para inibir a ativagio
de EGFR esta comprometida nestas células , enquanto a acio dos inibidores
irreversiveis ndo foi afetada de modo detectavel.

Inibi¢io de sinalizacio de EGFR T790M e melhorado
exterminio de células por inibidores irreversiveis. A melhorada supressio
de sinalizagio EGFR por ERBB inibidores irreversiveis criou a possibilidade
de que estes farmacos também podem demonstrar persistente atividade no
contexto de células abrigando a mutagdo secundaria T790M em EGFR. Os
requerentes assim testaram os efeitos destes inibidores em linhagem de
células NCI-Hl 975 de cancer broncoalveolar, que abriga tanto muta¢des
L858R como T790M em EGFR (18). Significantemente, testa linhagem de
células foi derivada de um paciente que ndo tinha sido tratado com um
inibidor de EGFR, indicando que esta mutagdo nio é apenas associada com
resisténcia adquirida ao farmaco. Tanto HKI-357 como HKI-272 foram
consideravelmente mais efetivos do que gefitinib em supressio de

autofosforilagdo de EGFR induzida por ligando e sua sinaliza¢io a montante,
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como determinado por fosforilagdo de AKT e MAPK (Fig. AA).
Similarmente, todos os trés inibidores irreversiveis suprimiram proliferacic
nesta linhagem de células sob condi¢des onde é resistente a gefitinib (Fig.
4B). Assim, inibidores irreversiveis de ERBB parecem ser efetivos em células
abrigando o EGFR T790M assim como em células com trafico alterado do
receptor de tipo selvagem.

Os resultados dos requerentes confirmam o relato de muta¢des
de T790M em EGFR como mutagdes secundarias que surgem em NSCLCs
previamente sensiveis abrigando uma mutagdo ativante, associado com a
emergéncia de resisténcia adquirida (17, 18). No entanto, esta mutac¢fio é
presente somente em um subconjunto de casos, e mesmo tumores que
abrigam a mutagdo T790M podem conter somente uma fragio pequena de
células com esta mutagéo. Estas observagdes implicam que os mecanismos de
resisténcia multipla podem coexistir em tumores recorrentes apds uma
resposta inicial a gefitinib ou inibidores reversiveis similares de EGFRs.
Além disso, estas descobertas sugerem que mecanismos de resisténcia
independentes de T790M podem ser igualmente, se n3o mais, efetivos do que
a propria substitui¢do de T790M para conferir resisténcia ao farmaco e podem
explicar porque os tumores recorrentes raramente demonstram clonalidade
para T790M (17, 18). Mecanismos in vitro de resisténcia adquirida a gefitinib
ndo envolvem mutagdes de EGFR secundirias em uma freqiiéncia
significante, mas ao contrario estdo correlacionados com alterada passagem
de trafico do receptor. No entanto, deve ser notado que os requerentes nio
examinaram a passagem de trafico de EGFR em todos os clones resistentes
que os requerentes estabeleceram in vifro, e permanece possivel que
mecanismos adicionais podem contribuir para a resisténcia a gefitinib em
alguns dos clones. Mesmo assim, virtualmente todos os clones resistentes a
gefitinib demonstraram uma sensibilidade comparavel aos inibidores de

ERBB irreversiveis.
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Os resultados dos requerentes indicam diferengas marcantes
entres os inibidores competitivos de EGFR como gefitinib. cuja eficicia ¢
limitada para o desenvolvimento rapido de resisténcia ao farmaco in vitro, e
inibidores irreversiveis, em que resisténcia adquirida parece ser rara (Fig. 2C).
Os requerentes especulam que a internalizagdo aumentada de EGFR ligado a
ligando em células resistentes pode estar ligada a dissociagdo do complexo
gefitinib— EGFR no pH baixo de vesiculas intracelulares. Em contraste,
reticulagdo irreversivel do receptor ndo deve ser afetada por estas altera¢des
na passagem do trafico de receptor. Resisténcia adquirida a gefitinib é
estavelmente mantida apos passagem de células por até 20 geragSes na
auséncia do farmaco, sugerindo que alteragdes genéticas ou epigenéticas em
genes que modulam virada de EGFR podem estar subjacentes a este
fendmeno. Porque a passagem de trafico do receptor ndo pode ser
prontamente estudada por uso de amostras clinicas disponiveis, a
identificacdo destas alteragGes genOmicas pode ser requerida antes das
correlagbes clinicas serem possiveis. Mesmo assim, este mecanismo pode
contribuir para a resisténcia a gefitinib adquirida in vivo em pacientes com
doenga recorrente que ndo apresentam mutagdes secundarias em EGFR.

Inibidores de ERBB irreversiveis também parecem ser
efetivos para superar resisténcia a gefitinib mediada pela mutagdo T790M, um
efeito que provavelmente resulta da preservacdo de ligagdo do inibidor apesar
da alteracfo deste residuo critico.. Apesar deste trabalho estar em progresso,
outro inibidor irreversivel de EGFR [CL-387,785, Calbiochem (27)}foi
mostrado como inibindo a atividade quinase de mutante de EGFR T790M
(17). A eficacia de CL-387,785 no contexto de T790M foi proposta para
resultar da auséncia de um cloreto na posi¢do 3 do grupo anilina, que esta
presente em gefitinib e foi postulada como interferindo estéreo-quimicamente
com a liga¢do ao mutante metionina em codon 790. No entanto, EKB-569,

HKI-272, e HKI-357 tem, todos, porgdes cloreto na posi¢do no anel anilina,
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sugerindo que sua capacidade compartilhada para ligar irreversivelmente a
EGFR ¢ provavelmente para explicar sua eficacia, em vez da auséncia de uma
interagdo estéreo-quimica especifica com T790M (24-26). Assim, estes
inibidores irreversiveis podem demonstrar ser amplamente efetivos para evitar
varios mecanismos de resisténcia, além da mutagio T790M.

Tabela 1. Presenca de mutagio EGFR T790M em uma freqiiéncia muito

baixa em tumores recorrentes do caso 2

No. de clones
Tumor Mutante T790M Tipo selvagem
Primario 0 75
Recorrente 1 2 48
Recorrente 2 1 55
Recorrente 3 0 55
Recorrente 4 0 59

O sequenciamento de nimeros grandes de produtos PCR
clonados revelou que uma minoria de alelos dentro de duas de quatro lesdes
no figado contém a mutagio T790M.

As referéncias citadas em todo o pedido sdo incorporadas aqui
por referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICACOES

1. Uso de uma composi¢do farmacéutica compreendendo um
inibidor irreversivel de receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR),
caracterizado pelo fato de ser para a manufatura de um medicamento para o
tratamento de cincer resistente a gefitinib e/ou erlotinib.

2. Uso de acordo com a reivindicagdio 1, caracterizado pelo
fato de que o inibidor irreversivel de EGFR ¢ selecionado dentre o grupo
consistindo de EKB-569, HKI-272 e HKI-357.

3. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o inibidor irreversivel de EGFR se liga a cisteina 797 de EGFR
(SEQ IDNO: 1).

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o cncer € cancer de célula epitelial.

5. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o clncer é cancer gastrointestinal, cincer da prostata, cancer
ovariano, cincer da mama, cincer de cabega e pescoco, cancer do esofago,
cancer de pulmdo, cincer de pulmio de célula ndo pequena, cancer do sistema
nervoso, cancer do rim, cincer da retina, cincer da pele, cancer do figado,
cincer pancredtico, cincer genito-urinario ou cancer da bexiga.

6. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o inibidor irreversivel de EGFR € administrado simultaneamente
com um inibidor reversivel de EGFR.

7. Uso de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo
fato de que o inibidor reversivel de EGFR é gefitinib ou erlotinib.

8. Uso de uma composi¢do farmacéutica compreendendo um
inibidor de EGFR irreversivel, caracterizado pelo fato de ser para a
manufatura de um medicamento para o tratamento de cancer em um individuo
com céancer tendo uma mutac¢do no EGFR (SEQ ID NO: 1), em que a mutagéo

¢ a substitui¢do de uma metionina por uma treonina na posi¢do 790.
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9. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo
fato de que o inibidor de EGFR ¢ selecionado dentre o grupo consistindo de
EKB-569, HKI-272 e HKI-357.

10. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo
fato de que o inibidor irreversivel de EGFR se liga a cisteina 797.

11. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo
fato de que o céncer ¢ cancer de célula epitelial.

12. Uso de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo
fato de que o céncer é cancer gastrointestinal, cancer da prostata, cancer
ovariano, cincer da mama, cancer de cabeca e pescoco, cancer do esdfago,
cancer de pulmao, cancer de pulmido de célula ndo pequena, cancer do sistema
nervoso, cancer do rim, cincer da retina, cancer da pele, cancer do figado,

cancer pancredtico, cancer genito-urinario ou cancer da bexiga.
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Figura 5 Cont.

COATCAAGGAAGACAGCTTCTTGCAGCGATACAGCTCAGACCCCACAGSCGCCTTGACTG 3235
PerTe-Ke-Ev-Dreg--F--Li-Q--R--Y--B--8=-D--P--T--G—-A=-L=-T-- 1078

AGGACAGCATAGACGACACCTTCCTCCCAGTGCCTGRATACATARACCAGTCCGTTCCCA 3295
E--D--8-=Iv+D=-DaffrFo-Em-P-~V--P--E=-¥=-=I--N--Q--8--V--P-- 1098

ARAGGCCCGCTGGCTCTETGCAGRATCCTGTCTATCACAATCAGCCTCTGARCCCCRCGC 3355
K- -R~=P--A=-G--8--V--Q--N--P--V--¥- -H--N-rQ--P--L--N--P--A~- 1118

. CCAGCAGAGACCCACACTACCAGGACCCCCACAGCACTGCAGTGEGCARCCCOBAGTATC 3415
Pe-B--R--D=-P--Ew~Y¥--Q--D=-P--H--8--T=<A--V--G--N--P--E--¥-- 1138

T CAACACTGTCOAGCCCACCTETETCAACAGCACATTCRACAGCCCTACCCACTGGACCC 3475
Li- -N~-T-=V==Q--P=rT--C--V- -N=rE--T--F~-D--5--P~-A--H--W--A-- 1158

AGAAAGGCAGCCACCARATTAGCCTCGACAACCCTGACTACCAGCAGGACTTCTTITCCCA 3535

Q- -Kw~G~=E--H--Q-~I--8-=L--D=+N=~Pr~-Dev¥~-Q--Q--D=-FuoF--P-- 1178

AGGAAGCCAAGCCAAATGGCATCTTTAAGGGCTCCACAGCTGAARATGCAGAATACCTAR 3595
X--E--A--K-=P--N--G=~I--F--K--G--§--T--A--B~-N--A--B--¥--L-- 1198

GGGTCECGCCACAAAGCAGTGAATTTATTGGAGCATGA 3633 (SEQ ID NO2 )
R--V--A~-P--Q--8--§--B--F--I--G--A--*- 1210 (SEQ ID RO1 )
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