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RESUMO

INTRODUCAO: O fator de crescimento epidermal (EGFR) é uma importante proteina da
familia ErbB cuja ativacdo leva a sinalizagdo de vias intracelulares como RAS/RAF/ERK e
PI3CA/AKT que atuam diretamente na proliferacdo e sobrevivéncia celular. A
superexpressdao do EGFR é comum em tumores sélidos, incluindo colorretal, pulmao,
gliomas e tumores de cabeca e pesco¢o. Devido a importancia da superexpressao nos
desenvolvimento tumoral, varios fdrmacos foram desenvolvidos para o tratamento
oncolégico. O cetuximabe é um anticorpo monoclonal anti-EGFR, aprovado para o
tratamento de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP)
e colorretal metastatico (CCRm). Em pacientes com CCRm, a resposta estd associada ao
status mutacional do gene KRAS para pacientes com CCECP ndo existem biomarcadores de
resposta ao cetuximabe, impossibilitando a selecao de pacientes que melhor se beneficiarao
deste agente. Nos ultimos anos, uma nova geracao de inibidores de EGFR nomeadamente
inibidores de largo espectro (pan-ErbB) e de forma irreversivel, como afatinib e allitinib,
demonstraram efetiva acao antineoplasica em modelos pré-clinicos, no entanto, sdo ainda
desconhecidos os biomarcadores de resposta destas terapias. OBJETIVOS: Neste estudo
pretendemos: i) identificar biomarcadores de resisténcia ao cetuximabe em linhagens
celulares de CCECP; ii) avaliar e comparar o efeito antineoplasico dos novos inibidores,
afatinib e allitinib com cetuximabe, em linhagens celulares de CCECP e; iii) avaliar o efeito do
allitinib em um  extenso painel de linhagens tumorais para identificar potenciais
biomarcadores de resposta a esta nova terapia. METODOS: Foi constituido um modelo de
resisténcia ao cetuximabe com a linhagem Fadu. As altera¢cGes genéticas entre a linhagem
parental e resistente foram analisadas através de sequenciamento completo do exoma
seguida da analise da expressdo génica das linhagens. A comparacdo entre o efeito do
cetuximabe, afatinib e allatinib, foi avaliada em um painel de 9 linhagens de CCECP e o
silenciamento do gene AKT1 foi realizado na linhagem resistente aos inibidores irreversiveis.
Adicionalmente, o potencial terapéutico do allitinib foi avaliado em um painel de 76
diferentes linhagens celulares tumorais e a citotoxicidade foi comparada com o perfil de
mutacoes dos genes EGFR, BRAF, KRAS, NRAS e PIK3CA e PTEN. Na linhagem de cancer de

pulmdo H292, foi realizada a clonagem estavel de KRAS selvagem e mutantes KRAS-G12D e



KRAS-G12S. RESULTADOS: O modelo de resisténcia foi estabelecido apds 7 meses, e
posteriormente validado, sendo a linhagem parental Fadu comparada a linhagem resistente
FADU-C10. Foi detectado um conjunto de mutagdes em genes com importantes fun¢des
biolégicas. A analise de expressdo revelou ativacdo de vias como EGFR, MAPK, mTOR na
linhagem resistente. Os testes com afatinib e principalmente com allitinib revelaram
eficientes taxas de resposta citotdxica no painel de linhagens de CCECP, e observamos que a
ativacdo de AKT se associava a um fendtipo de resisténcia. Para validar estes achados,
ensaios de inibicdo da expressdao de AKT1, evidenciaram a restauracdo da sensibilidade aos
inibidores irreversiveis. Por ultimo, como o efeito do allitinib estd pouco esclarecido,
realizamos uma ampla andlise de citotoxicidade em 76 linhagens celulares tumorais,
representando 11 tipos tumorais, que evidenciou uma resposta efetiva para os tipos
tumorais de cabeca e pescoco, eso6fago, melanoma e pulmado. Ainda, verificamos que o
fenétipo de resisténcia ao allitinib foi associado a presenca de mutacdes no gene KRAS. Para
validar estes resultados, a linhagem H292 (KRAS selvagem) foi transfectada com as mutagdes
(G12D e G12S) que induziu a transformacdo de um fendtipo resistente ao allitinib.
CONCLUSAO: A resisténcia ao cetuximabe desenvolvida em linhagens de CCECP, representa
uma ferramenta importante para a identificacdo de biomarcadores para medicina de
precisdo nestes pacientes, Os resultados preliminares destes trabalho sugere que vias de
sinalizacdo intracelulares estdao associadas a essa resisténcia, antevendo que a combinagao
terapéutica seja a estratégia interessante para esta doenca. Em linhagens de cabeca e
pescoco observamos que os inibidores irreversiveis se destacaram, quando comparados ao
cetuximabe, tendo como biomarcador de resposta a ativacdo de AKT. Finalmente,
concluimos que o inibidor allitinib apresenta bons resultados nas linhagens tumorais de
cabeca e pescoco, es6fago e melanoma e que as mutacdes em KRAS sdo preditoras de

resposta a este novo inibidor.

PALAVRAS-CHAVE: Cetuximabe; Resisténcia a Medicamentos; Neoplasias de Cabeca e

Pescoco; Receptores Proteina Tirosina Quinases; Inibidores de Proteinas Quinases.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The epidermal growth factor receptor (EGFR) is member of the ErbB family
that upon activation leads to stimulation of intracellular signaling pathways such as
RAS/RAF/ERK and PI3CA/AKT leading to cell proliferation and survival. EGFR overexpression
is common in solid tumors, including colorectal, lung, glioma and head and neck. Several
EGFR inhibitors have been developed for cancer treatment. Cetuximab is an anti-EGFR
monoclonal antibody approved for the treatment of head and neck squamous cell carcinoma
(HNSCC) and metastatic colorectal (mCRC) patients. Cetuximab response is associated with
the KRAS mutational status in mCRC patients. In HNSCC patients, no biomarker of cetuximab
response is known and used for the selection of patients. Recently, a new generation of
EGFR inhibitors (pan-ErbB) with irreversible action, such as afatinib and allitinib,
demonstrate effective antineoplastic activity in preclinical models, however, the biomarkers
of response are currently unknown. AIM: The aim of our study was: i) to identify cetuximab
resistance biomarkers in HNSCC; ii) to evaluate and compare the antineoplastic effects of
new inhibitors, afatinib and allitinib with cetuximab in HNSCC cell lines and; iii) to evaluate
the effect of allitinib in an extensive panel of tumor cell lines to identify potential biomarkers
response to this new therapy. METHODS: We created a cetuximab resistant model with
FADU cell line. Genetic changes between the parental and resistant cell lines were
determined by whole exome sequencing and gene expression microarray. Comparative
studies of cetuximab, afatinib and allitinib were conducted in a panel of 9 HNSCC cell lines
and AKT1 gene silencing was performed on the resistant cell line HN13. Additionally, the
therapeutic potential of allitinib was evaluated in a panel of 76 different tumor cell lines and
cytotoxicity was compared to the mutational profile of the genes EGFR, BRAF, KRAS, NRAS
and PIK3CA and PTEN. The lung cancer-derived cell line H292 was used to generate KRAS
(p.G12D and p.G12S) mutant and wild type cell line. RESULTS: The cetuximab resistant
model was established after 7 months and validated. Fadu parental and resistant cell line
Fadu-C10 were compared. Were indentified a set of mutations in genes with important
biological functions. Expression analysis revealed activation pathways such as EGFR, MAPK,
mMTOR in the resistant cell line. Cytotoxicity analyses of afatinib and especially allitinib proved

high levels of cytotoxic response in HNSCC cell lines, and the AKT activation was associated



with a phenotype of resistance. To validate these findings, Aktl inhibition assays showed
restoration of sensitivity to the irreversible inhibitors. Finally, we conducted a
comprehensive analysis of allitinib cytotoxicity in 76 tumor cell lines, representing 11 tumor
types, which showed an effective response to the head and neck, esophagus, lung and
melanoma tumor types. We find that the allitinib resistant phenotype was associated with
presence of KRAS mutations. To validate these results, H292 (KRAS wild-type) was
transfected with the mutations (G12S, and G12D) that showed a resistant phenotype to
allitinib. CONCLUSION: The present cetuximab resistant model developed in HNSCC cell lines
is an important tool for the identification of biomarkers for these patients. Preliminary
result, suggest that intracellular signaling pathways are associated with this resistance,
envisioning that combination therapy could be an interesting strategy for this disease. In
HNSCC cell lines we observed that the irreversible inhibitors are more effective when
compared to cetuximab. Also, AKT activation is a biomarker to allitinib response. Finally, we
conclude that the allitinib exhibit good results in tumor cell lines of head and neck,
esophagus and melanoma and that KRAS mutations are predictive biomarkers of response to

this new inhibitor.

KEYWORDS: Cetuximab; Drug Resistance; Head and neck squamous cell carcinoma;

Receptor tyrosine kinase; protein kinase inhibitor.



1. INTRODUGCAO

1.1 Cancer

De acordo com a organiza¢do mundial de saude (OMS), o cancer é um extenso grupo
de desordens malignas com caracteristicas neopldsicas. Em definicdo, estas anormalidades
sdo caracterizadas pelo rapido crescimento celular e a capacidade de invadir outros érgaos
diferentes de sua origem primdria. Segundo as estimativas do GLOBOCAN 2012, foram
estimados 14 milhGes de novos casos de cancer no mundo e 8.2 milhdes de mortes

ocasionados pela doenga no ano de 2012.
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Figura 1 - Incidéncia de novos casos de cancer e mortalidade no ano de 2012.
A direita distribuicdo de incidéncia de novos casos e esquerda mortalidade por cancer no
mundo para cada 100.000 individuos de todas as idades e ambos os sexos (excluindo cancer

de pele nao melanoma)® 2.

Segundo as estimativas da base nacional do INCA, no Brasil, a distribuicdo
proporcional dos cinco tipos de cancer mais incidentes por 100 mil habitantes estimados
para 2016 em homens serdo de 61.200 casos de cancer de préstata, 17.330 casos de cancer
de traqueia, bronquio e pulmao, 16.660 casos de cancer colorretal, 7.950 casos de cancer de
eso6fago e 11.140 casos de cancer da cavidade oral. Para mulheres os 5 tipos de cancer mais
incidentes serdo de 57.960 novos casos de cancer de mama, 17.620 casos de cancer
colorretal, 6.950 casos de cancer de colo de utero, 10.890 casos de cancer de traqueia,

brénquio e pulmao e 7.600 novos casos de cancer de estémago3.



Entre os mecanismos moleculares envolvidos na transformagcdo neopldsica nas
células deste tecido, destacamos danos ao DNA que geram células com capacidade clonal.
Estas alteragdes no DNA s3ao precursoras da malignidade do tecido e progressdao de outras
alteracdes genéticas®. Os avancos tecnoldgicos e cientificos no udltimo quarto de século
revelaram detalhes do genoma do cancer de forma abrangente e individual®. Depois dos
grandes avancos moleculares da ultima década, um raciocinio légico sobre as capacidades
adquiridas das células neoplasicas ficaram conhecidos como os marcadores do cancer® Estes
eventos consistem na autossuficiéncia da sinalizacdo de proliferacdo; insensibilidade a
fatores antiproliferativos; escape dos mecanismos apoptdticos; ilimitado potencial
replicativo e, por final, prevaléncia dos mecanismos angiogénicosG. Mais recentemente,
outros 2 elementos foram incluidos como chave das capacidades adaptativas das células
tumorais. O primeiro se refere a capacidade de modulacdo e reprogramac¢dao do

metabolismo celular e o segundo, ao escape da prote¢do imunoldgica (Figura 2)’.
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\LOA"ACACASARAUAOATAC

Sinalizagdo Escape aos Capacidade Resisténci
e ~ ~ ~ {f NCl =
X 9_ Instabilidade supressores Escape a p. N Inflamagdo Invasdo e Indugdo a esistencia a Alteragdo do
proliferativa N . proliferativa . L morte boli
. gendmica de agdo imune N tumoral metastase angiogénese metabolismo
sustentavel X imortal celular
crescimento
" Inibidores g o
Inibidores ey P Inibidores Seletivas & . Pro- Inibidores
- Inibidores de ciclina . . Invaséo e Inibidores e Hah
tirosina N Anti- CTLA4 de drogas anti- . apoptéticos de glicolise
. de PARP quinase . - metdstase de VEGFR o
quinase telomerase inflamatérias BH3 aerdbica
dependente

TERAPIA ALVO

Figura 2 - Capacidades adquiridas das células neoplasicas (Adaptada de Hanahan, 2012).

A capacidade adquirida do aumento na sinalizacdo proliferativa pode ocorrer devido
a producdo autdcrina de fatores de crescimento, responsdveis por desencadear a

proliferacdo celular, ou estimular células estromaticas normais a produzirem fatores de



crescimento utilizados em beneficio da célula neoplésicag. Concomitante a esta estimulagao,
os receptores de superficie, responsaveis pela estimulacdo das vias intracelulares, também
se encontram desregulados devido a alteragdes estruturais como no caso dos receptores

tirosina quinases’.

1.2 Cancer de cabega e pescoco

O termo “cancer de cabeca e pesco¢o” é uma forma coletiva de se referir a uma
variedade de tumores malignos com localizacGes anatOmicas e topograficas bem definidas,
que acometem o trato aerodigestivo superior, sendo considerado pela OMS 0 62 tipo
tumoral mais comum no mundo, com uma incidéncia global de aproximadamente 600.000
NOVOos casos por ano, e uma taxa de mortalidade anual de aproximadamente 300.000 casos 5
10.

No Brasil, este tipo tumoral ocupa o 52 lugar em homens. As estimativas apontam o
surgimento de 11.140 novos casos em homens e 4.350 em mulheres no ano de 2016. A
elevada taxa de mortalidade faz desta neoplasia um significante problema de saude publica.
Geralmente, os pacientes portadores de CCECP tem uma taxa de sobrevida de 50% em cinco
anos apds diagnostico™.

O tipo histolégico mais frequente é o carcinoma de células escamosas (CCECP), que
compreende cerca de 90% dos casos'’. O diagndstico baseia-se na avaliacdo fisica dos
sintomas em conjunto com exames laboratoriais, que sdo de extrema importdncia na
conduta terapéutica”. A abordagem multidisciplinar terapéutica depende de alguns fatores
como, sitio primario, estagio da doenca e preservacdo do érgdo atingido. Ambos os critérios
sdo baseados em diretrizes internacionais como ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group), que avaliam o impacto da doenca e do tratamento nas habilidades do paciente®®.
Pacientes classificados em estagios iniciais da doenca (I e Il) sdo potencialmente tratados
com cirurgia ou radiacdo, entretanto, pacientes em estagios avancados (lll e IV) requerem
uma elaborada multimodalidade terapéutica que consiste na combinacdo entre cirurgia,
quimioterapia e radioterapia®®. Embora observamos um avanco nas condutas terapéuticas
dos pacientes portadores de CCECP, a taxa de recorréncia local da doenca é de
aproximadamente 20-30%. Medidas preventivas para controlar a recorréncia local ou a

distancia, envolvem a resseccdo do tumor primario e linfonodos cervicais que podem



impactar de forma direta na qualidade de vida dos pacientes, causando consequéncias
estéticas’. O principal tratamento de pacientes com CCECP consiste na combinacio de
agentes quimioterdpicos associados a radioterapia. A dupla quimioterapia de indugao,
baseada em platina e taxanos representa o tratamento padrdo para CCECP localmente
avancado. Além disso, o esquema TFP (docetaxel, cisplatina e 5-fluoruracil) vem sendo
testado em ensaios clinicos como abordagem neoadjuvante e apresentando resultados
consideraveis® . A associagao com cetuximabe possui a¢ao direta contra o receptor de
crescimento epidérmico (EGFR), com menor toxicidade e eficdcia comprovada, e tem
demonstrado beneficios na sobrevida global (49 meses), quando comparados ao grupo
tratado apenas com radioterapia (29,3 meses) > 0s mecanismos de acdo e beneficios da

utilizacdo do cetuximabe serdo abordados de forma especifica ao longo deste trabalho.

O uso de tabaco, ingestdo de alcool e infec¢bes virais, especialmente com papiloma
virus humano (HPV) subtipos 16 e 18, s3o os fatores de risco mais comuns no
desenvolvimento do CCECP, sendo o HPV encontrado em 23-55% das bidpsias. Individuos
fumantes tem o risco aumentado (5 - 25 %) de desenvolverem CCECP'®, e a associagio com
o consumo de alcool pode atuar sinergicamente aumentando os efeitos causado pelo
tabagismo®’ .

HPV tem sido reportado como o principal agente no desenvolvimento do cancer de
orofaringe, detectado em 45-90% das biopsias, com a prevaléncia do subtipo HPV-16.
Recentemente, uma integrada e completa andlise gendmica de pacientes portadores de
CCECP mostrou que, dos 33 pacientes com cancer de orofaringe, 64% (21/33) foram
positivos para HPV, além de classifica-los quanto a diferentes alteragées moleculares. Entre
as alteracbes foram destacadas a perda de expressdo do gene TRAF3 (receptor de TNF
associado ao fator 3), mutacOes ativantes no gene PIK3CA e amplificacdo do E2F1 (fator de
transcricdol E2F) que importantemente podem auxiliar na tomada de decisdo da conduta
terapéutica do paciente 2.

As alteracdes moleculares responsaveis pela transformacdo neoplasica nos CCECP
tém sido exploradas na ultima década, sendo o EGFR a principal molécula envolvida neste
processo, a qual se encontra superexpresso em mais de 90% dos pacientes’®, além de estar
associada a um pior prognc’:sticozo. Diante deste cendrio, o EGFR se tornou um promissor

alvo terapéutico para os CCECP e outros tumores sdlidos com expressdo aumentada deste



gene, que codifica uma proteina de mesmo nome, e que faz parte de uma familia de

receptores de membrana chamados de receptores tirosina quinases (RTK).

1.2  Receptores tirosina quinases (RTK)

A comunicagdo celular é mediada por alguns mecanismos, como a secre¢dao de moléculas
especificas, proteinas sinalizadoras ou até mesmo pela comunicacdo célula-célula®. Todos
estes processos sao realizados com o objetivo de controlar agdes isoladas de um grupo de
células, ou até mesmo de todo o érgdo. Os receptores tirosina quinases (RTKs) sdo moléculas
presentes na superficie das células e correspondem a uma familia de proteinas altamente
conservadas no processo evolutivo, descritas como chave regulatéria de processos celulares
como proliferacio, migracdo e ciclo celular ?* 2. Até o momento, foram isolados 58 tipos
diferentes de receptores tirosina quinase, que se assemelham estruturalmente nos humanos
e sdo classificados em 20 grandes familias. Estes receptores possuem uma estrutura basica,
onde se destacada um dominio N-terminal na regido extramembrana, com alta afinidade a
ligantes especificos; uma simples hélice de ancoragem transmembranica e, por final, uma
regido intracelular que possuem residuos tirosina quinases na porcao C-terminal da proteina

(Figura 3) 2
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Figura 3 - Receptores tirosina quinase.

Esquema representativo dos 58 tipos diferentes de receptores tirosina quinase, classificados em 20

familias. Ancorados na membrana, estes receptores se assemelham estruturalmente mantendo-se



bem conservado ao longo da evolucdo e desempenham um papel fundamental na manutencao e

controle do ciclo celular®

Ancorados na membrana citoplasmatica, todos os RTK se encontram na forma de
monomeros, ou seja, individualizados. Entretanto, existe uma exce¢do, no qual o receptor de
. . ., . . . . 25 . . ~
insulina j& se encontra no estado dimerizado e inativo™. A dimerizacdo destes receptores
acontece por meio da estimulacdo de ligantes especificos, capazes de alterar o estado
conformacional da proteina receptora, além de autofosforilar os residuos intracelulares.
Estes residuos ativam uma cascata de sinalizacdo de proteinas quinases intracelulares

responsaveis por importantes processos bioldgicos, entre eles, a proliferago celular °.

1.3 Familia ErbB

A familia ErbB de proteinas tirosina quinases é composta por quatro membros que
incluem o EGFR (Epidermal growth factor receptor), ErbB2/Neu/Her, ErbB3/Her3 e
ErbB4/Her4. A regido extracelular dos receptores desta familia apresenta quatro dominios,
sendo que os dominios | e lll possuem aproximadamente 160 aminoacidos e os dominios Il
e IV sdo regides ricas em cisteinas, constituidas por aproximadamente 150 aminoacidos. A
dimerizacdo de receptores ErbB é inteiramente mediada pelo ligante e provoca
simultaneamente a ligacdo do receptor em dois locais (dominio | e dominio Ill ) dentro da
mesma molécula. Este fato promove mudancgas conformacionais no receptor que libera a
regido do dominio Il, anteriormente bloqueada, promovendo a dimerizacdo de dois

receptores na membrana citoplasmatica (Figura 4)%’.
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Figura 4 - Dimerizagdo do EGFR.



O estimulo de um ligante especifico ativa o receptor através de mudancas conformacionais em sua

estrutura, permitindo a ligacdo e ativacao desta proteina.

A ativacdo dos receptores da familia ErbB é modulada pela producdo, secrecao e ligacao
de proteinas ligantes naturais (Tabela 1), que induzem a ativagdo de quinases intrinsecas.
Esta ligacdo mediada por ligantes tais como: anfiregulinas (AR), betacelulina (BTC), fator de
crescimento epidermal (EGF), epiregulina (EPR), neuroregulina (NEU1-4), EGF ligado a

28,29 Este

heparina (HB-EGF), fator de crescimento transformante alfa (TGF-alfa) e epigenina
mecanismo de fosforilacgdo pode recrutar proteinas adaptadoras especificas levando a
modulag3o de vias intracelulares™.

Os quatro receptores membros desta familia podem formar 10 possiveis combinagdes de
dimeros, sendo 4 homodimeros e 6 heterodimero. Cada combinacdo formada de receptores
tem afinidade especifica nos sinalizadores efetivos de vias intracelulares®'. De acordo com
um estudo realizado com linhagens celulares, transfectadas com diferentes combinagdes
heterodimicas dos receptores da familia ErbB, existem algumas combinagdes que favorecem

o aumento da proliferacdo celular, como no caso das combina¢des entre ErbB1/ErbB2,

ErbB2/ErbB e ErbB1/ErbB3*.

Tabela 1 - Receptores e ligantes da familia ErbB.

Receptor Ligantes
EGFR EGF, HB-EGF, AREG, TGFa, BCT e ERG
ErbB2 nenhum
ErbB3 Neu 1, Neu 2
ErbB4 Neu 3, Neu 4 e HB-EGF

EGF: fator de crescimento endotelial; HB-EGF - fator ligante de heparina semelhante ao EGF; AREG-
aregulina; BCT — betacelulina; NEU — neuroregulina.

Devido a diversidade de combinagles e a intima associacdo com regula¢cdes de vias
intracelulares, o fendtipo celular pode ser influenciado pela diferenca de expressdo destes
receptores, como acontece nas células neopldsicas de mama na qual encontramos uma
expressao alterada de ErbB2, que possui configuracdes estruturalmente favoraveis que
expGem suas regides de dimerizacdo. O gene ErBB2, neste caso, assume o papel de um

oncogene, quando ocorrem alteracdes de expressao causadas por amplificacao 3,



A heterodimerizagdo ErbB1/ErbB2, foi alvo de varios estudos na ultima década, que
comprovaram o papel cooperativo destes receptores na tumorigénese. Estes estudos
demonstraram um mecanismo de desligamento dos receptores apds estimulagdo e
dimerizac3o, seguida da endocitose do receptor EGFR por vesiculas mediadas por clatrina®*
% A taxa de endocitose dos outros membros da familia ErbB é baixa, em contrapartida, as
taxas de reciclagem e nova ancoragem citoplasmatica sdo maiores quando comparadas ao
EGFR. Sendo assim, estes estudos observaram uma redugdao das taxas de endocitose e

degradacdo e aumento da reciclagem de ErbB1 na associago ErbB1/ErbB2>> 3¢,

1.4  Ativagdo do receptor ErbB1 (EGFR)

O gene EGFR estd localizado no cromossomo 7 e codifica uma proteina madura que
possui 170 kDa, formada por 1186 aminodcidos. O dominio intracelular do EGFR contém um
residuo de serina (Ser-1142), um residuo de trionina (Thr-654) e um total de sete residuos de
tirosina (Try-845, 992, 1045, 1068, 1086, 1148, 1173). Estes residuos de tirosina podem ser
fosforilados de acordo com o estimulo indutor®’. O dominio intracelular do EGFR pode ativar
varias vias intracelulares incluindo PI3K, MAPK, STAT e AKT (Figura 5). Detalhadamente, o
EGFR ativa PI3KCA com o auxilio de uma proteina adaptadora chamada GRB2, que recruta
outro adaptador chave conhecido como GAB1, sendo que ambas as proteinas s3ao capazes
de ativar a cascata de sinalizacdo mediada pela ativacdo de PI3KCA. Diferentemente, o
receptor ErbB2 pode ativar a via MAPK, com auxilio da proteina adaptadora GRB2, SHC1,
DOK-R e CRK*'. Além disso, a fosforilagio de EGFR pode ativar um grupo de proteinas da
familia Src que atuam como proteinas oncogénicas, podendo desencadear um aumento da
proliferacdo celular através da ativacdo da via das MAPK>®,

A via intracelular STAT é constituida por proteinas que atuam como fatores de transcricdo
de genes alvos e codificam proteinas envolvidas em eventos de proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia como as ciclinas D1-D3 e a proteina p27. Os eventos descritos acima sofrem a
influéncia da fosforilacdo de EGFR*. O papel desempenhado pela ativacdo da via JAK
mediada pela fosforilacdo de EGFR estd vinculada a um maior recrutamento e uma ativagao
preferencial do braco de sinalizacdo intracelular das proteinas da familia STAT. Este fato foi
comprovado experimentalmente in vitro, quando se inibiu a via JAK e notou-se a reducdo

parcial da ativacdo de STAT em linhagens tumorais de mama®’.



A Ligantes especificos B Homo-heterodimerizagdo dos
receptores

r . 1
EGFR-ErbB2
EGF, TGFa, EGFR-EGFR EGFR-ErbB3
Anfiregulina NRG 1 2 NRG, HB-EGF ErbB2 — EbB2 EGFR-ErbB4
B-celulina, ! B-celulina ErbB3- ErbB3 ErbB2-ErbB3
HB-EGF ErbB4-ErbB4 ErbB2-ErbB4
ErbB3-ErbBa

-

PP . Sobrevivéncia . Regulagdo de

Dominio tirosina quinase (DTK) proliferagio Angiogenese enes do ciclo
Tumorigenese g

Oncogenese celular

i Dominio extracelular (DE) @

| Dominio transmembrana(DT)

Figura 5 - Ativacdo dos receptores da familia ErbB.

1.5 O papel do EGFR no desenvolvimento tumoral

Devido & sua importancia em processos regulatérios da proliferacdo celular, o equilibrio
da expressdo e/ou ativacdo do EGFR deve ser mantido para garantir niveis controlados de
proliferacdo celular. Este controle é mediado por uma variedade de mecanismos, incluindo o
nlimero de cépias do proprio gene, polimorfismos, splicing alternativo, disponibilidade dos
ligantes e até mesmo dos outros membros da familia ErbB*'. De forma geral o EGFR tem
expressao alterada em vdrios tipos tumorais, destacando os CCECP (30 -95%)****: cancer de
pulmdo de ndo pequenas células (40-80%)*> “¢; cancer de esdfago (60-70 %)*” “%

)>%>! No CCECP, assim com em

glioblastomas (40-60%)* e carcinomas pancreéaticos (40-90%
outros tumores sélidos, a desregulacdo do EGFR pode ser ocasionada pelos seguintes

mecanismos: fatores pardacrinos/autdcrinos, amplificagdo do gene, mutagdes genéticas e
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translocagao nuclear do EGFR. Todas estas altera¢des levam a superexpressdo ou ativagao

constitutiva das vias de sinalizagao mediadas pelo EGFR.

1.5.1 Fatores paracrinos/autécrinos

A transformacgdo neoplasica de um tecido pode ser mediada por mecanismos autdcrinos
e/ou pardacrinos dos ligantes especificos de EGFR, proporcionando o aumento da
proliferacdo celular, sobrevivéncia, angiogénese, invasdo e metdstase. Em pacientes
portadores de CCECP, a expressdao de EGFR detectada por imunohistoquimica, pode variar
de 43-100% dos casos™*. Esta discrepancia entre as taxas de expressdo pode ser resultado da
variedade de anticorpos, fixadores, tempo de armazenamento da amostra e, por final,
variacoes da técnica. No entanto, o papel bioldgico da superexpressdo de EGFR em CCECP é
inquestionavelmente significativo. Curiosamente, uma recente meta-analise avaliou o papel
progndstico da expressdo de EGFR e encontrou uma correlacdo com a reducdo da sobrevida
global destes pacientessz.

A superexpressao de EGFR, juntamente com a expressao enddcrina dos seus respectivos
ligantes, promove multiplas vantagens que contribuem para a proliferacao celular,
sobrevivéncia, angiogénese, invasdo e metastase®. Uma década atras, foi comprovado que
a co-expressdo de EGFR com seus ligantes no microambiente tumoral poderia exercer um
importante papel na carcinogénese e progressao nos pacientes com CCECP>. Atualmente,
uma abordagem do Cancer Genome Atlas (TCGA) permitiu avaliar a expressao dos ligantes
da familia ErbB®® (Tabela 2). Os niveis de mRNA dos ligantes HRG, NRG4 e NRG1, estdo
superexpressos em 15, 7 e 6% dos casos, respectivamente, ao passo que os niveis de
expressao dos ligantes EGF, AREG, NRG3, HBEGF e EREG foram detectados em 4% dos casos.

A familia de genes TNF, embora tenha baixos niveis de expressdo neste tipo tumoral
(2%), foi associada a um aumento da proliferagio em linhagens de CCECP>>, além disso,
pacientes com aumento da expressdo de TNF apresentaram uma sobrevida global de 12,98
meses, em comparacao a 21,85 meses dos pacientes com a expressdo normal (Tabela 2).

A superexpressdo do ligante anfirregulina (AREG) estd associada a um risco aumentado
de desenvolver cancer de mama®®, pulm3o, colorretal, ovério e prdstata®. Nos pacientes
portadores de CCECP, a expressdo de AREG foi detectada em 4% (12/279) dos pacientes e

associada a uma sobrevida global média de 28,29 meses em comparacdo com 21,75 meses
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para os pacientes com expressao normal (Tabela 2). O fator de crescimento epidérmico
ligado a heparina (HBEGF) é um EGF produzido principalmente pelos macréfagos e
mondcitos’®. Alguns estudos tém associado a expressao de HBEGF com o desenvolvimento
de tumores sélidos com fendtipos agressivos e mecanismos metastaticos em carcinomas de

mama>> . O HBEGF é regulado positivamente em tumores de mama, ovario, gastricos,

6163 Em pacientes portadores de CCECP, a expressio HBEGF estd

melanoma e pancreas
alterada em 4% (11/279) dos casos (Tabela 2). A Heregulina (HRG) é o ligante mais expresso
nestes pacientes, representado por 15% (46/279) dos casos (Tabela 2). Embora ndo
significativo, os pacientes com superexpressdo de HRG possuem uma maior sobrevida global
(42,32 meses) em comparagdo com pacientes com niveis normais de expressao (21,85

meses) (Tabela 2).

Tabela 2 - Expressdo dos ligantes da familia ErbB em pacientes com CCECP.

Ligantes da » . Teste de
- Expressao Total de Sobrevida

familia ErbB Mortes (n) . Logrank

(mRNA) casos (n) media (meses)

% (n/279) p-valor

TNF MRNA (+) 3 1 12,98

2% (5/279) mMRNA (-) 156 68 21,85 0,461

EGF MRNA (+) 7 2 n.a.

4% (12/279) mMRNA (-) 152 67 21.49 0,441

HBEGF MRNA (+) 6 0 n.a.

4% (12/279) mMRNA (-) 153 69 21,75 0,276

AREG MRNA (+) 11 4 28,29

4% (12/279) mMRNA (-) 148 65 21,75 0,778

EREG MRNA (+) 8 5 13,04

4% (12/279) mMRNA (-) 151 64 26,41 0,020

HRG MRNA (+) 26 13 42,32

15% (41/279) mMRNA (-) 133 56 21,85 0,349

NRG1 MRNA (+) 10 3 19,19

6% (17/279) mMRNA (-) 149 6 21,85 0,841

NRG2 MRNA (+) 3 2 18,00

2% (5/279) mMRNA (-) 156 67 26,41 0,652

NRG3 MRNA (+) 8 2 52,27

4% (12/279) mMRNA (-) 151 67 20,50 0,163
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NRG4 MRNA (+) 12 7 10,97
7% (20/279) mMRNA (-) 147 62 21,85 0,118

mMRNA : RNA mensageiro ; ( + ) superexpressdo; ( - ) sem alteracGes na expressdo; TNF: Fator de

necrose tumoral; EGF: Fator de crescimento tumoral; HBEGF: EGFR ligado a heparina; AREG:
anfirregulina; EREG: epiregulina; HRG: heregulina; NRG1: neuregulina 1; NRG2: neuregulina 2;

NRG3: neuregulina 3 and NRG4: neuregulina 4; n.a: ndo avaliado.

1.5.2 Amplificagdao do gene EGFR

A amplificacdo génica do EGFR desempenha um papel fundamental na carcinogénese,
pois acumula receptores na membrana celular promovendo o aumento da dimerizagdo e
fosforilacdo deste receptor® em tumores de esdfago, pancreas, mama e colorretal % *>.
Em um revisdo, recentemente publicada pelo grupo, detectamos um aumento de 7,8 — 58%
no numero total de cépias de EGFR em paciente portadores de CCECP*. O recente estudo
do TCGA conduzido em 279 pacientes mostrou que a frequéncia de amplificacdo do gene
EGFR foi de 11%. Além disso, neste trabalho, os autores associam a amplificagdo com uma
pior sobrevida global (17,5 meses) em comparacdao com pacientes sem amplificacdo de EGFR

(26,41 meses)'®. Estes dados comprovam o efeito patogénico da amplificacdo de EGFR nos

pacientes portadores de CCECP.

1.5.3 Mutagoes do gene EGFR

A maior parte das mutacdes somaticas descritas no EGFR encontram se no dominio
intracelular, o qual acomoda os residuos de fosforilagdo e a porgao tirosina quinase deste
receptor. Estas regides, mais frequentemente mutadas sdo designadas de hot spots
mutacionais. Irmer e colaboradores mostraram, em estudos in vivo e in vitro, a ocorréncia de
mais de 15 mutag¢Ses nos dominios tirosina quinase do EGFR. O dominio tirosina quinase que
compreende os exons 18-24, foi mapeado neste estudo e algumas destas mutagcdes foram
intimidante associadas a resisténcia direta ao tratamento com inibidores tirosina quinases
em pacientes portadores de carcinoma de pulmao de ndo pequenas células (CPNPC) (Figura

7).
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Figura 6 - MutacGes no dominio tirosina quinase do EGFR.

Mutag¢des no dominio tirosina quinase do EGFR. As mutacdes listadas sdo encontradas em
pacientes portadores de carcinoma de pulmao de ndo pequenas células. As mutag¢des destacadas nas
caixas de laranja conferem e modulam a resposta terapéutica ao gefitinib nestes pacientes.

Adaptado de Irmer, 2007 .

As informagdes correspondentes a mutagdes somaticas do EGFR em pacientes de CCECP
sdo limitadas devido a baixa frequéncia mutacional neste tipo tumoral. A disparidade nos
resultados pode ser consequéncia da técnica de detec¢cdo empregada além da qualidade do
material utilizado. Nagalakshmi e colaboradores encontraram uma frequéncia de 81,4 % de
mutacdes no gene EGFR utilizando a técnica de polimorfismo de conformacao de fita simples
(SSCP, do inglés Single Strand Conformation Polymorphism). Contrariamente, estudos mais
recentes como o TCGA, mostraram que mutagdes no EGFR sdo eventos raros, presente em
menos de 10% dos casos™ **.

A mutacdo EGFRvIIl recebe uma atencdo especial, por se tratar da delecdo de 267
aminoacidos do dominio extracelular, resultando na perda dos éxons 2 ao 7, ocasionando
uma instabilidade extracelular®®. O EGFRvIII é incapaz de receber estimulos extracelulares,
entretanto seu sitio de fosforilacdo intracelular esta constitutivamente ativo, promovendo
uma sinalizacdo quantitativamente maior de vias intracelulares, quando comparadas a
sinalizacdo mediada pela ativacio do EGFRwt (selvagem)’®. Esta mutacdo foi detectada pela
primeira vez em glioblastomas’?, e estudos posteriores relataram a sua presenca em CCECP.

Um estudo conduzido por Sok e colaboradores, detectou uma frequéncia de 40% da

mutagao EGFRvIII por imunohistoquimica em pacientes com CCECP’. Adicionalmente, em
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nossa revisao, listamos uma variacdo da frequéncia de EGFRvIIl entre 0,3 a 42% em
pacientes com CCECP*, embora estudos mais recentes como o TCGA, que utiliza métodos
mais sensiveis (PCRq e RNA seq.), confirmam a auséncia da forma truncada em pacientes

com CCECP*® 7374,

1.5.4 Translocag¢ao nuclear do EGFR

O mecanismo de translocacdo nuclear do EGFR deve ser considerado parte dos eventos
responsavel pela transformacdo neoplasica mediada pela sinalizagdo de EGFR. As primeiras
evidéncias do trafego desta molécula foram relatadas em estudos de regeneracdo de

hepatdcitos nas ultimas décadas™ ’°.

O mecanismo classico adotado para explicar a
translocacdo do EGFR para o nucleo esta relacionado a presenca de sequéncias de
localizagdo nuclear (NLS) que interagem com uma proteina chamada importantina o/B. Esta
interacdo favorece o reconhecimento da proteina nos complexos do poro nuclear (NPC)”’. A
translocacdo do EGFR para o nucleo esta associada com o aumento da proliferacdo celular,
suportada pelo fato que o EGFR atua como fator de transcricdo sobre os genes que
cre , . . .. 78 ,
codificam proteinas envolvidas no ciclo celular como a ciclina D1°°. Além do papel na
transformacdo neopldsica, o aumento de EGFR nuclear ja foi associado a um pior
progndstico em alguns tumores sélidos como carcinoma de pulmdo de ndo pequenas
. 79 A 80 . . ; .. N .
células’™, cancer de mama™ e também associado pré-clinicamente a resisténcia ao
tratamento com cetuximabe®!. Nos CCECP especificamente, a translocacao do EGFR tem sido
sugerida em alguns estudos como fator determinante para desenvolvimento de resisténcia

ao cetuximabe®®. Estudos in vitro, demonstraram que o aumento do EGFR nuclear é

mediado pelas proteinas Yes e Lyn que pertencem a familia das proteinas quinases Src®>.

1.5.5 Transativacao do EGFR mediada por GPCRs

Outra hipodtese de transformacao neopldsica mediada por EGFR, menos comum, inclui a
transativacdo deste receptor por GPCRs (receptores acoplados a proteina G). Nas ultimas
décadas, ndo existiam evidéncias de associagdes de outras moléculas com potencial

estimulatdrio dos receptores tirosina quinases da familia ErbB. Entretanto, nos ultimos anos,
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algumas pesquisas demonstraram que a estimulagdo das proteinas GPCRs por agonistas é

capaz de aumentar a producdo de ligantes de receptores tirosina quinase como o EGF

84, 85

(Figura 6) e promover a proliferagdao e sobrevivéncia celular

EGFR

Extracelular

Sobrevivéncia Regulagdo de

K = Anfigénese .
Proliferagdo g' R genes do ciclo
A Tumorigénese
Oncogénese celular

Figura 7 - Mecanismos de transativagao entre GPCRs e EGFR.

A estimulacdo de alguns agonistas de GPCR resulta na producao de ligantes de EGFR, promovendo a

proliferagdo celular. Adaptado de Liebmann, 2006. 3 ®

1.6 EGFR como terapia alvo: Inibidores de proteinas tirosina quinases

Devido ao grande relevo dos RTK no desenvolvimento tumoral, nas ultimas décadas, a
comunidade cientifica e farmacéutica desenvolveu vdrias estratégias terapéuticas para inibir
estas moléculas. Os inibidores das proteinas tirosina quinases podem ser classificados em
dois grandes grupos, de acordo com os mecanismos farmacoldgicos que eles desempenham
em contato com o alvo para o qual foram desenvolvidos. A abordagem que utiliza anticorpos
monoclonais contra EGFR (MoAb) classifica um grupo destas terapias e outro grupo é

representado por pequenas moléculas inibidoras de receptores tirosina quinase (TKI). Estes
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por sua vez, penetram na membrana celular, inibindo a fosforilagao de residuos especificos

no dominio tirosina quinase de cada receptor.

1.6.1 Anticorpos monoclonais anti-EGFR

Quando comparados aos inibidores tirosina quinase, os anticorpos monoclonais
possuem ac¢do inibitdoria diferente, pois competem diretamente com os ligantes dos
receptores por uma ligacdo ao dominio extracelular destas proteinas. Atualmente 3
anticorpos monoclonais sdo utilizados na prdtica clinica: cetuximabe, nimotuzumabe e
panitumumabe. Entretanto, nos ultimos anos, novos anticorpos monoclonais foram criados,
com a promessa de uma acao inibitéria eficiente com menores efeitos adversos.
Descreveremos a utilizagdo dos anticorpos monoclonais e as perspectivas utilizagdes,
baseadas nos ensaios clinicos em alguns tumores sdlidos, principalmente nos pacientes

portadores de CCECP (Tabela 3).

Tabela 3 - Anticorpos monoclonais utilizados na terapia anti-EGFR.

Anticorpo Fabricante Alvos E:Z?‘:g Identificagao
Cetuximabe Bristol-Myers Squibb EGFR Aprovado n.a
Panitumumab Amgen Oncology EGER Aprovado n.a
Nimotuzumab CIMYM Bioscience EGER Ilelll NCTOMEZ_%%;;EZ(;?lOlU’
Zalutumumab  Genmab EGFR 1l NCT00496652
MEHD7945A Roche EGFR, HER3 lell NCT01577173
RO5083945 Roche EGFR I NCT01046266
Sym004 Merck KGaA EGFR I NCT01417936
n.a: ndo se aplica; I,11,11I: fase do ensaio clinico que se encontra o anticorpo monoclonal.

1.6.1.1 Cetuximabe

Em Fevereiro de 2004, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o medicamento
com acdo antineoplasica cetuximabe (Erbitux®, fabricado pela Imclone Systems, Inc.), como
uma terapia alvo dirigida contra o EGFR. O cetuximabe foi aprovado para uso, em
combinagdo com irinotecano, no tratamento de CCRm refratdrios a quimioterapia baseada

em irinotecano. O Cetuximabe é o primeiro anticorpo monoclonal anti-EGFR, possui 152
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kDa, tem revelado um salto na qualidade do tratamento do cancer, por melhorar
significativamente a evolucdo clinica dos pacientes tratados. Este farmaco atua por
competi¢do, inibindo a interagao de ligantes naturais ao EGFR. Esta inibi¢cdo leva ao bloqueio
das vias intracelulares receptor-dependente, resultando em parada do ciclo celular, inibicao

da metastase, indugdo de apoptose, degradagdo e regulacao negativa do EGFR (Figura 8)¥.

l Inibi¢do de EGFR pelo cetuximab ‘

@ @ @
- Extracelular
O A T AT T T T T T T AT IO T I
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SRC PI3K e

Figura 8 - Mecanismo de a¢do do cetuximabe.

O anticorpo cetuximabe compete pelo sitio de ligagdo do ligante, impedindo a dimerizagdo e
sinaliza¢do de vias intracelulares. Este fato promove a redu¢do da viabilidade e da metdstase, assim

como um aumento significativo dos niveis de apoptose celular.

Um estudo recente demonstrou um aumento da sobrevida global de pacientes que
receberam o cetuximabe associado com radioterapia (49 meses de sobrevida vs. 29,3 meses
de sobrevida para o grupo de pacientes tratados apenas com radioterapia)’®. Pacientes
portadores de CCRm sem mutacdes no gene KRAS, demonstraram resposta positiva ao
tratamento com cetuximabe®. Neste contexto, os estudos confirmaram que a detecgdo das
mutacdes em KRAS pode ser utilizada como um marcador preditivo de resisténcia ao
cetuximabe. Estes achados foram importantes para a compreensdao do mecanismo de
resisténcia intrinseca ao cetuximabe e uteis na identificacdo de um biomarcador de
resisténcia otimizando a terapia personalizadagg.

Apds a eficiéncia comprovada no tratamento de pacientes portadores de CCRm, em
marco de 2006, o FDA concedeu a aprovacdao do cetuximabe em combinacdo com

radioterapia (RT) ou monoterapia para tratamento de pacientes com CCECP recorrente ou
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metastdtico, nos quais terapias prévias, baseadas em platina, tenha falhado®™. Esta
aprovacdo foi baseada em uma melhoria estatisticamente significativa na sobrevida global
destes pacientes. A evidéncia da seguranca e a eficacia do cetuximabe também é suportada
pela demonstracdo de resposta tumoral duradoura, quando administrada como um agente
Unico no tratamento de segunda ou terceira linha de CCECP avangadogl. A eficacia da
utilizacdo do cetuximabe em conjunto com RT, foi demonstrada em um estudo de fase Il
randomizado de 424 pacientes com carcinoma de células escamosas de orofaringe,
hipofaringe ou laringe que ndo tinham realizado tratamento prévio, distribuidos
randomicamente em um grupo que recebeu cetuximabe mais radioterapia (211 pacientes)

ou outro grupo que recebeu apenas radioterapia isoladamente (213 pacientes)go.

1.6.1.2 Panitumumabe

Em setembro de 2006, foi aprovado pelo FDA o farmaco panitumumabe (Vectibix,
Amgen), que consiste em um anticorpo monoclonal humanizado de isétopo 1gG2,
diferentemente do cetuximabe (IgG1). O tratamento é direcionado a pacientes portadores
de CCRm. A aprovagdo foi baseada em um estudo simples, multicéntrico, randomizado,
onde um grupo recebeu a dose de 6 mg/Kg de forma intravenosa, apresentando resultados
significativos na sobrevida e controle da doenca®®>. Da mesma forma que o cetuximabe, as
mutagdes ativantes do gene KRAS representam uma forma de triagem destes pacientes, nos
quais a terapia n3o serd eficiente, mantendo as mutacdes em KRAS preditoras de resposta’ .
Um recente estudo clinico foi realizado em 657 pacientes com diagndstico de CCECP
metastatico ou recorrente, tratados ou n3do com panitumumabe concomitantemente a
cisplatina/5-FU. Entre os achados deste estudo, destaca-se um aumento da sobrevida global
dos pacientes pl6(-) em comparacdo com pacientes pl6(+) (11,7 e 8,6 meses,

respectivamente), sugerindo que o p16 possa ser um indicador de resposta a esta terapia94.

1.6.1.3 Nimotuzumabe

O nimotuzumabe (CIMAher, CIMYM Bioscience) também é um anticorpo monoclonal
humanizado com aproximadamente 95% de sequéncia humana, o que contribui para os

menores efeitos colaterais e tolerdveis graus de citotoxidade. O mecanismo de agdo é similar
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ao cetuximabe, de forma a bloquear e/ou impedir o acoplamento de um ligante especifico
ao EGFR. Em um ensaio clinico de fase IlI, foi comprovado que a associacdo do
nimotuzumabe com a radioterapia manteve niveis estdveis de toxicidade, sendo bem
tolerdveis em pacientes de carcinoma esofagico, bem como o aumento da sobrevida global

dos mesmos™.

1.6.1.4 Zalutumumabe

O Zalutumumabe (HuMax-EGFr, Genmab Inc.) é um anticorpo monoclonal
inteiramente humanizado contra o EGFR. Os testes iniciais mostraram efeitos adversos
tolerdveis, além de uma taxa de resposta de 7,1% em pacientes com CCECP recorrente ou
metastatico’®. Um estudo mais abrangente, envolvendo 286 pacientes com CCECP,
refratarios a quimioterapia baseada em platina, demonstrou beneficios ainda maiores
quanto ao uso deste anticorpo. O tratamento com este anticorpo aumentou
significativamente a sobrevida livre de progressao para 6,7 meses, comparado 5,2 meses do
grupo controle®”. Com resultados promissores, outro ensaio clinico fase Ill vem sendo

conduzido em pacientes com CCECP, em busca da aprovacao clinica (NCT00496652).

1.6.2 Pequenas moléculas inibidoras de tirosina quinases (TKI)

Este grupo de moléculas é caracterizado pela capacidade de penetrar na membrana
celular e ligar-se a residuos especificos onde se encontram sitios de ligagdo do ATP,
impedindo a fosforilacdo daquela regido (Figura 9)%. Além de terem tamanho reduzido e

facil penetrancia nas células tumorais a sua acao é eficiente e rapida.
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Inibicdo de EGFR por TKls

Extracelular

Figura 9 - Mecanismo de ag¢do dos inibidores tirosina quinases (TKI).
Inibicdo do dominio tirosina quinase confere um mecanismo rdpido e eficiente de inibicao dos sitios

de fosforilagdo do EGFR.

Inicialmente, dois TKls com acdo direta contra o EGFR foram aprovados pelo FDA e
incorporados na pratica clinica para tratamento de pacientes portadores de carcinoma de
pulmdo de ndo pequenas células (CPNPC), refratarios ao tratamento com agentes
quimioterapicos padr3o (platina/docetaxel)®. Estes inibidores s3o conhecidos como gefitinib
(Iressa, AstraZeneca) e erlotinib (Tarcerva, Roche). O uso de ambos foi aprovado em maio de
2003, com base em ensaios clinicos, nos quais 1.692 pacientes portadores de CPNPC
receberam de forma oral estes inibidores e apresentaram eficientes taxas de resposta, além
de um consideravel aumento da sobrevida global*®® *°.

Com bases nos promissores resultados encontrados na monoterapaia e/ou em
combinacdo com outros agentes quimioterdpicos, alguns estudos foram realizados em
pacientes portadores de outros tipos tumorais. Um ensaio clinico de fase lll, foi conduzido
em pacientes com CCECP, no intuito de avaliar a dose maxima toleravel de docetaxel quando
combinado a administracdo semanal de cisplatina e diaria de gefitinib em conjunto com a
radioterapia. Neste estudo foi detectada uma dose aceitavel, com baixo perfil de toxicidade

192 por outro lado, o efeito da

hematoldgica e uma possivel associacdo entre os agentes
monoterapia foi testado em portadores com cancer de es6fago metastatico, no qual 58

pacientes receberam gefitinb (250 mg, diariamente, por no minimo 8 meses). Os resultados
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mostraram uma tolerancia consistente ao tratamento e uma eficacia limitada nestes
pacientes com uma sobrevida média de 6,5 meses™®>.

O lapatinib (Tykerb, GlaxoSmithKline) é um inibidor reversivel com efetiva acdo sobre
dois membros da familia ErbB que sdo: EGFR e HER2. Em maio de 2007, esta terapia foi
aprovada pelo FDA para a utilizagdo concomitantemente com a capecitabina (precursora de
5-FU) no tratamento de cancer de mama com recidiva apds tratamento com o anticorpo

monoclonal transtuzumabe® %,

1.6.3 Inibidores irreversiveis de EGFR
Na ultima década, foram desenvolvidas novas moléculas (TKls) inibidoras de EGFR com
acdo irreversivel. Estas moléculas encontram-se em fases iniciais de testes in vitro e in vivo,

ou até mesmo em fases clinicas avan¢adas (Tabela 4), e serdo descritos a seguir.

Tabela 4 - Inibidores irreversiveis de EGFR.

Ensaio

Inibidor Fabricante Alvos . . Identificagdo
Clinico
L858R, E746_A750, NCT01538381,
Afatinib Boehringer, Inc. Egggi/li’mgngHERz e lll NCT01721525,
NCT01345682
EFGR, EFGR"*W!">8R HERD e ChiCTR-ONC-
Allitinib Allist, Inc. ! I
HER4 10000893
AZD9291 AstraZeneca. Inc.  EGFR - 1858R/T790M n.a n.a
CNX-2006 ICr:(CJViS Oncology, EGER L858% L858R/T790M n.a n.a
Clovis Oncology, WT, L858R/T790M
CO-1686 Inc EGFR ™" n.a
CuDC-101 Curis, Inc. EGFR, HER 2 e HDAC | NCT01384799
Dacomitinib  Pfizer, Inc. EGFR, HER2 e HER4 Il NCT01737008
Pelitinib Wyeth Inc. (E:Gl\;f:t "::EDRKZA Src, MEK/ERK, Raf, | NCT00098501

Esta nova geracao de inibidores anti-EGFR ndo possui apenas a capacidade de inibir alvos
moleculares com mutacdes responsaveis por algum tipo de resisténcia, como também
podem ter multiplos alvos moleculares.

O inibidor afatinib (Gilotrif, Boehring) foi especialmente desenvolvido para inibir a

mutacdo secundaria do EGFR (L858R/T790M), além de ter como alvo os seguintes membros
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da familia ErbB: EGFR (selvagem), HER2 e HER4'%. Recentemente, o FDA aprovou o afatinib
como primeira linha de tratamento de pacientes com CPNPC, que possuem as mutac¢des no
EGFR (L858R ou dele¢do do exon 19)'%’. O ensaio clinico LUXHead&Neck 1, avaliou o efeito
do afatinib como segunda linha de tratamento de 483 pacientes portadores de CCECP
metastdtico. Neste estudo, o afatinib demonstrou um significativo aumento na sobrevida

1% "Um ensaio clinico

livre de progressao, comparado ao tratamento com metotrexato
multicéntrico fase Il (LUX-Head&Neck 1ll), conduzido em pacientes com CCECP, avalia a
eficiéncia e seguranca do afatinib com terapia adjuvante em pacientes refratdrios a regimes
terapéuticos baseados em cisplatina e radioterapia (NCT01538381). Além disso, resultados
preliminares de um ensaio clinico fase Il, demonstrou que o uso do afatinib neoadjuvante
reduziu significativamente o volume tumoral, acessado por FDGPET (18F-
fluorodeoxyglucose-positron emission tomography) em pacientes com CCECP.

O inibidor allitinib (AST1306, Allist Pharmaceuticals Inc.) € um inibidor irreversivel contra
o EGFR, HER2 e HER4, que apresenta uma potente acdo inibitéria in vitro e in vivo do EGFR,
além de ter potencial inibitério contra a mutagdao secundaria de resisténcia
(L858R/T790M)®. Um recente estudo clinico (ChiCTR-ONC-10000893) conduzido com
pacientes portadores de tumores sdlidos demonstrou beneficios preliminares na
estabilidade da doenca (6 meses). Embora, exibindo um potente efeito na inibicdo de EGFR
in vitro em tumores sélidos como mama, ovario e pulmao, nenhum ensaio pré-clinico ou
clinico foi conduzido com pacientes portadores de CCECP.

Outro inibidor irreversivel do EGFR, AZD9291 (Osimertinib, AstraZeneca) tem uma
potente acdo comprovada para as mutacdes L858R/T790M do EGFR. Inicialmente, os ensaios
clinicos demonstraram o beneficio clinico do AZD9291 em pacientes portadores de CNCP

11 . .
% ¢, logo em seguida, foi aprovado para

refratario a primeira geracao de anti-EGFR
tratamento destes pacientes'’’. Embora nenhum ensaio tenha sido conduzido com
pacientes portadores de CCECP, o inibidor AZD9291 representa uma promissora estratégia

para estes pacientes.

1.7 Mecanismos de resisténcia a terapia alvo anti-EGFR

A resisténcia aos agentes quimioterapicos pode ocorrer devido a diminuicdo da

atividade farmacoldgica do mesmo, sendo classificada em resisténcia primdria (indolente ao
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tratamento inicial) ou adquirida (desenvolvida durante o tratamento). Primaria ou adquirida,
estas duas formas de resisténcia a quimioterapicos sdo fatores criticos que limitam o
tratamento destes pacientesm. Um exemplo classico da modulagdo de resposta aos TKls
acontece em pacientes portadores de carcinoma de pulmao de ndo pequenas células, na
qual as mutagdes do gene EGFR sao comuns. Neste caso 75% dos tumores com mutagao
respondem positivamente aos TKls e 25% apresentam resisténcia primaria ao gefitinibm.

Um trabalho extensivo baseado em uma revisdo sistematica da literatura teve como
objetivo determinar os valores preditivos dos testes mutacionais de KRAS em pacientes com
carcinoma de CCRm ou refratdrios a quimioterapia, que foram posteriormente tratados com
anticorpos monoclonais anti-EFGR: cetuximabe ou panitumumabe. Os autores reforcam a
evidéncia de que o estado mutacional de KRAS é uma ferramenta preditiva de resposta a
monoterapia ou associada aos anticorpos 14,

Além do gene KRAS, outros membros da familia Ras, vém sendo associados aos
mecanismos intrinsecos de resisténcia aos agentes quimioterdpicos anti-EGFR, como é o
caso das mutacdes no gene NRAS, que foram associadas a um pior progndstico de pacientes
com CCRm''>. Neste mesmo estudo, os pesquisadores também associam o estado
mutacional de outros genes como BRAF e PIK3CA, a uma baixa taxa de resposta a este
tratamento'".

A resisténcia adquirida ao cetuximabe ocorre frequentemente de forma progressiva
durante o tratamento. E o que exemplifica um estudo realizado em uma coorte de 100
pacientes com CCRm, da qual uma grande faixa de pacientes apresenta caracteristicas
favordveis ao tratamento com cetuximabe (40%), pois ndo possuem mutacdes relacionadas
a resisténcia ao cetuximabe/panitumumabe. Entretanto, aproximadamente 20% destes
pacientes, previamente selecionados, ndo respondem ao tratamento desenvolvendo uma

16 Embora aprovado para o tratamento de pacientes com

resisténcia adquirida (Figura 10)
CCECP, a terapia anti-EGFR realizada com anticorpos monoclonais ndo apresenta um

biomarcador especifico de resisténcia primaria utilizado na pratica clinica.



24

rererereeatrereanann
tererereeatrereanaan
rererereefrdneentan
iR Prenes
tererereeatrertentnn

w Respondem (15%) | ﬂ BRAF (5-10%) ﬁ KRAS/PIK3CA/PTEN ﬂ N&o respondem

(20-25%)
“ KRAS (35-45%) PIK3C e/ou PTEN ﬁ BRAF/PIK3CA/PTEN
(15-20%)

Figura 10 - Resposta clinica ao cetuximabe.
Mecanismos de resisténcia sdo adquiridos durante o tratamento em pacientes com muacgdes nos

genes preditivos de resposta e sem marcadores de resisténcia primaria**.

1.8 Mecanismos de resisténcia adquirida ou secundaria

Vdrias hipoteses vém sendo sugeridas como causa da resisténcia adquirida em
pacientes submetidos a tratamento com anticorpos monoclonais contra o EGFR.
Inicialmente, este fendbmeno foi associado com o aumento da expressdo do receptor.
Entretanto, nenhum estudo conseguiu demonstrar correlagdo entre a expressao por
imunohistoquimica do EGFR e a resposta a esta terapia em portadores de carcinoma de

7 e CCRm™®, Sabendo que o aumento do nimero de

pulm3o de n3o pequenas células™
copias do EGFR pode favorecer a maior ativacdo e sinalizagdo das vias intracelulares
responsaveis pela proliferacdo e sobrevivéncia celular, alguns estudos sugeriram que o
aumento do numero de cépias do EGFR poderia ser um potencial biomarcador preditivo da
resposta ao cetuximabe. Um estudo in vitro realizado com um painel de 25 linhagens
tumorais de cabeca e pescoco, mostra que o numero de cdpias do EGFR interfere na
radiosensibilidade e na resposta terapéutica ao cetuximabe e cisplatina™®®.

As mutacdes de KRAS sdo praticamente ausentes (<1%), ao passo que as mutacdes
em EGFR est3o presentes em 5% dos casos de CCECP 8. Nos pacientes portadores de CCECP,
estas alteracdes ndo estdo associadas a resposta ao cetuximabe. Alguns estudos chamam

atencdo para outras altera¢des associadas a resposta a inibidores de EGFR, como o aumento

da expressio dos ligantes amfiregulina'®®, heregulina’® e TGF-a'?’. Finalmente, a
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translocagao nuclear do EGFR e a superexpressao dos ligantes EGF, ARG e HB-EFG também
foram associados a um fendtipo resistente em estudos pré-clinicos, que usaram linhagens
celulares resistente ao cetuximabe ®.

Outras hipdtese tem sido abordadas experimentalmente, como a delecao in-frame

123

deste receptor ocasionando a forma truncada EGFRvIIl de 150 kDa™*" e a ativagdo de outros

receptores tirosina quinases que podem atuar como oncogenes: c-MET(receptor do fator de

124 125

crescimento do hepatdcito) ", e AXL (receptor tirosina quinase AXL) “".
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2 JUSTIFICATIVA

O produto do oncogene EGFR é um importante alvo oncoldgico devido ao seu papel
central na carcinogénese de tumores sélidos em geral. O anticorpo monoclonal anti-EGFR,
cetuximabe, foi aprovado para o tratamento de pacientes com CCECP e CCRm. Esta
promissora terapia alvo demonstrou eficdcia em somente um grupo de pacientes e por
tempo limitado, em consequéncia da resisténcia natural ou adquirida pelas células tumorais.
Neste contexto, uma nova geracdo dos inibidores de EGFR, como o afatinib e allitinib, foi
desenvolvida.

Para um tratamento eficaz, é necessdrio identificar quais os biomarcadores de
resposta, de forma a selecionar os pacientes que irdo se beneficiar das terapias moleculares.

As mutacgdes no gene KRAS sdo os Unicos biomarcadores preditivos de resisténcia ao
cetuximabe em pacientes com cancer colorretal. No entanto, ndo existe um biomarcador
preditivo de resposta as terapias anti-EGFR, associado a resisténcia em pacientes com

CCECP.
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3 OBJETIVO GERAL

- Avaliar os biomarcadores preditivos de resposta a diferentes terapias anti-EGFR em

tumores sdlidos, com especial destaque para tumores de cabeca e pescoco.

3.1 Objetivo especificos

3.1.1 Avaliar os mecanismos de resisténcia adquirida ao cetuximabe em linhagens de

CCECP

- Criar um modelo in vitro de resisténcia ao cetuximabe.

- Avaliar as consequéncias fenotipicas da resisténcia adquirida ao cetuximabe através de
ensaios bioldgicos in vitro.

- Avaliar as alteragOes genéticas presentes na linhagem de CCECP resistente ao cetuximabe.

3.1.2 Comparar o efeito citotéxico dos inibidores irreversiveis de EGFR em linhagens de

CCECP

- Comparar a atividade antineopldsica dos inibidores irreversiveis afatinib e allitinibo com o
anticorpo monoclonal cetuximabe em um painel de linhagens de CCECP.

- Identificar os biomarcadores de resposta a esta nova geracgao de inibidores irreversiveis de
EGFR.

- Validar os biomarcadores de resisténcia primaria, através de analises funcionais de

linhagens celulares e in silico de pacientes portadores de CCECP.

3.1.3 Avaliac¢do do efeito antineopldsico do inibidor allitinib em tumores sélidos

- Avaliar a atividade antineoplasica do inibidor irreversivel allitinibo em um extenso painel de
linhagens tumorais.
- Identificar os biomarcadores primarios de resposta ao allitinib.

-Validar os biomarcadores de resposta ao allitinib, através de ensaios funcionais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Farmacos

O anticorpo monoclonal cetuximabe (Bristol-Myers Squibb), utilizado neste trabalho foi
obtido a partir de suspensdo industrialmente diluida na concentragdo de 5mg/mL e
acondicionado a 4°C. As concentracdes de cetuximabe utilizadas neste trabalho foram: 20,
30, 50, 100, 200 e 250 pg/mL. O erlotinib (Selleck Chemicals — cod. S1023) foi diluido em
DMSO, para obtencdo do estoque na concentracdo de 10 mM e acondicionado a -20°C. O
allitinib (AST1306) (Selleck Chemicals — cod. $2185) foi diluido em DMSO, para obtengao do
estoque na concentra¢dao de 10 mM, acondicionado a -20°C. O lapatinib (Selleck Chemicals —
cod. S2111) foi diluido em DMSO, para obtencdo do estoque na concentracdo de 10 mM,
acondicionado a -20°C. O afatinib (Selleck Chemicals — cod. $1011 ) foi diluido em DMSO,
para obtencdo do estoque na concentracdo de 10 mM, acondicionado a -20°C. O inibidor
MK-2206 (Selleck Chemicals — cod. $1078) foi diluido em DMSO, para obtenc¢do do estoque
na concentracdo de 10 mM, acondicionado a -20°C. O everolimus (Sigma aldrich — cod.
07741) foi diluido em DMSO, para obtencdo do estoque na concentracdo de 10 nM,
acondicionado a -20°C. O nome comercial de cada inibidor e seus respectivos alvos estdo
reunidos na Tabela 5.

As concentragdes de erlotinib, allitinib, lapatinib e afatinib utilizadas neste trabalho

consistem de uma curva de doses crescentes de concentracdo de cada inibidor.

Tabela 5 - Inibidores moAb (anticorpos monoclonais) e tirosina
quinase (TKI) utilizados neste estudo.

Inibidor Tipo Alvo Fornecedor

Cetuximabe moAb EGFR Merck
AST-1306 moAb EFGR, EFGR"°*W'8R LIFRD2 e HER4  Selleck chem.

Erlotinib TKI EGFR Selleck chem.
Lapatinib TKI EGFR, HER2 Selleck chem.
Afatinib TKI EGFR"H(1580), (BS84T790M) - PR) - Selleck chem.
MK-2206 TKI Akt1/2/3 Selleck chem.

Everolimus - mTOR Sigma Aldrich
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Os detalhes como a origem e as condi¢des de cultura das linhagens celulares tumorais

utilizadas neste estudos estao reunidos na Tabela 6.

Tabela 6 - Linhagens celulares utilizadas neste estudo.

Tipo tumoral Linhagem Origem Condigdes de cultura
cellular
5637 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Cancer de MCR ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Bexiga HT1376 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
T24 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
MDA468 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
MDA231 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Cancer de MCF7 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Mama BT20 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
T47-D ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
HS578T ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Hela ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SiHa Gentilmente cedida pela Dra. Luisa Villa DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Cancer Cervical
Caski Gentilmente cedida pela Dra. Luisa Villa DMEM + 10% SFB + 1% P/S
C33A Gentilmente cedida pela Dra. Luisa Villa DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SW620 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
LOVO ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
SK-CO10 Gentilmente cedida pglo Dr. Wilson da Silva
Junior DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Cancer de CACO-2 BCRJ DMEM + 20% SFB + 1% P/S
colorretal SW480 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Col115 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
DLD1 Gentilmente cedida pelo Dr. Wilson da Silva
Junior RPMI + 10% SFB + 1% P/S
HCT15 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Kyse 70 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Cancer Kyse 30 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Esofagico Kyse 270 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Kyse 410 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
GAMG DSMz DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SW1783 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SW1088 ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
. SNB19 DSMz DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Gliomas
U251 Gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Costello DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Costello
U373 DMEM + 10% SFB + 1% P/S

continua na préxima pagina...



U87MG ATCC DMEM + 10% SFB + 1% P/S

SF188 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Res259 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Res186 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Uw479 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S
KNS52 Gentilmente cedida pelo Dr. Chris Jones DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SCC-25 BCRJ DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SCC4 BCRJ DMEM + 10% SFB + 1% P/S
HN13 Gentilmente cedida pelo Dr. Marco da Silva DMEM + 10% SFB + 1% P/S
CCECP FADU Gentilmente cedida pelo Dr. Wilson S. Junior DMEM + 10% SFB + 1% P/S
JHU28 Gentilmente cedida pelo Dr. Joseph Califano RPMI + 10% SFB + 1% P/S
JHU12 Gentilmente cedida pelo Dr Joseph Califano RPMI + 10% SFB + 1% P/S
JHU13 Gentilmente cedida pelo Dr Joseph Califano RPMI + 10% SFB + 1% P/S
A549 ECACC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
SK-MES-1 ECACC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
H292 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
H1975 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
H827 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
PC9 BCRJ RPMI + 10% SFB + 1% P/S
. LUDLU-1 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
gz:‘;eﬁgde COR-L105 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
H2228 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
COR-123 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
H332 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
H358 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
H727 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Calu-3 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
SK-LU-1 ECACC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Colo858 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S
WM9 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S
A375 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
WM1617 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Melanoma WM852 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S
WM793 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Colo679 Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico RPMI + 10% SFB + 1% P/S
SK-MEL Gentilmente cedida pela Dr. Enilza Espreafico DMEM + 10% SFB + 1% P/S
GRM ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
BXPC-3 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Cancer PSN1 ECACC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
Pancreatico PANC1 ECACC DMEM + 10% SFB + 1% P/S
MiaPaCa2 ECACC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Cancer de ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
Prostata PNT2

continua na préxima pagina...
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LNCap ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S
PC3 ATCC RPMI + 10% SFB + 1% P/S

CCECP - carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo; CEP* — carcinoma epidermdide de pele
(controle); SFB: soro fetal bovino; P/S: penicilina/estreptomicina; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle
Medium; RPM [|: RPMI-1640 medium; ATCC: American Type Culture Collection; ECACC: European
Collection of Cell Cultures; DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures; BCRJ —
Banco de células do Rio de Janeiro.

Todas as linhagens celulares utilizadas neste trabalho, foram suplementadas com
soro fetal bovino (SFB) (Gibco — cod. 12657-029) e penicilina/estreptomicina (Sigma — cod.
P4333). As linhagens foram mantidas a 372C com 5% de CO, e umidade controlada. A
autenticacdo das linhagens celulares foram realizadas pela analise de STR (short tandem
repeat) de acordo com a padronizacdao de referéncia internacional para autenticacdo de
linhagens celulares, usando um painel de 8 primers fluorescentes (D5S818, D13S317,
D75820, D165539, VWA, THO1, TPOX e CSF1P0)'*® no Centro de Diagndstico Molecular do

Hospital de Cancer de Barretos.

4.3 Manutengao e passagens das linhagens celulares

As células foram cultivadas em frascos de cultura celular T25 contendo 25 cm? (TPP,
Suica) com seu meio especifico, até obterem 80% de confluéncia. Em seguida foram
trispsinizadas com a incubacdo de 500 ulL de Tryple express (Gibco — cod. 12604021) por 5
minutos a 37° C. Aproximadamente 5 mL de meio de cultura completo foram usados na
inativacdo da tripsina. Apds inativacdo as células, em suspensdo, foram transferidas para
novos frascos de cultura (T25) na proporc¢do de 1:2. As células utilizadas em todos os testes
se encontravam em 32 passagem ou superior para garantir os padrdes celulares estaveis

apos descongelamento.

4.4 Estocagem das células por longos periodos

Apds realizacdo dos experimentos as linhagens foram trispsinizadas, inativadas,
centrifugadas e ressuspendidas em solucdo de congelamento (SFB + 5% DMSO) e
imediatamente colocadas em tubos de criopreservacdo. Em seguida foram acondicionadas
por uma hora a -20° C e logo em seguida por 24 horas -80° C e finalmente estocadas por um

longo periodo de tempo em nitrogénio liquido.
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4.5 Contagem de células

Apds a tripsinizagao e inativagao, as células foram contadas com auxilio do contador de
células automatizado Countess (Invitrogen — cod. C10311 ), seguindo as instrugdes do
fabricante. A quantidade necessaria de células vidveis para cada experimento foram

separadas e semeadas em suas respectivas placas ou frascos de cultura.

4.6 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi conduzido com o kit comercial Cell Titer 96 Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega — cod. G3581). Este ensaio consiste em um
método colorimétrico para determinar indiretamente o numero de células viaveis nos
ensaios de proliferacdo ou citotoxicidade. O método é baseado no composto tetrazdlio [3 -
(4,5-dimetil-2-il) -5 - (3-carboxymethoxyphenyl) -2 - (4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio, sal interno;
MTS] usado como um reagente de acoplamento de elétrons (fenazina ethosulfate; PES). O
PES possui uma estabilidade quimica melhorada, o que |lhe permite ser combinado com MTS
para formar uma solucdo estavel colorida. Ao medir a absorbancia das diferentes amostras,
pode-se inferir o nUmero de células vidveis em cada condicdo estabelecida. Utilizamos neste
ensaio, 3 a 5 x10° células, as guais foram imediatamente semeadas em placas de 96 pocgos,
em triplicatas. Apds 24 horas, foram acrescidos em cada triplicata pontos de concentracées
crescentes de cada farmaco testado. Apds 72 horas de incubacao, foi adcionado o MTS e sua
a absorbancia foi medida em leitor de placa de ELISA (Varioskan Flash-Thermo scientific) a
490 nm, apds 1 hora de incubacdo. Os dados brutos obtidos foram normalizados em relagado
a sobrevivéncia média das amostras tratadas apenas com DMSO ou veiculo de diluicdo
especifico para cada farmaco (controle). Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas experimentais e bioldgicas.

4.7 Determinacgdo do ICs e Gl (inibi¢do do crescimento)

O ICsp € o calculo da concentracdo necessaria de uma substancia capaz de reduzir 50% da
viabilidade celular. Em nosso estudo, os resultados dos valores de absorbancia foram

convertidos em porcentagem de viabilidade celular no qual as células em presenca do
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veiculo (DMSO) foram utilizadas como controle, correspondendo a 100% de sobrevivéncia. A
andlise da regressdao nao linear foi realizada pelo programa Graphpad versao 5. Apds
determinacdo do ICso das linhagens celulares, utilizamos uma classificacdo de sensibilidade
baseada no Gl (inibicdo do crescimento), que permite avaliar, em uma concentragdes fixa, as
médias de inibicdo categorizando a resposta a terapia em 3 grandes grupos: altamente
sensiveis - AS (GI>60%), moderada sensibilidade - MS (Gl 40 — 60%) e resistentes - R
(GI<40%)"’.

4.8 Modelo de resisténcia ao Cetuximabe

As linhagens A431 (carcinoma epidermodide), Fadu (CCECP), SCC25 (CCECP), foram
escolhidas com base em pesquisas no banco de dados COSMIC, para assegurar que ambas
possuem status selvagem para os genes EGFR, KRAS e BRAF, sendo posteriormente testadas
quanto a presenca das mutagdes descritas. Inicialmente, as linhagens celulares A431 e Fadu
envolvidas neste estudo foram classificadas quanto a resposta ao cetuximabe, através do
ensaio de citotoxicidade (MTS). Em seguida, as linhagens celulares escolhidas para o modelo
de resisténcia foram colocadas por um longo periodo de exposicdo a doses crescentes de
cetuximabe, intervaladas por periodos de recuperagdo para repovoamento da cultura celular
(Figura 11). As condicdes da cultura celular foram avaliadas diariamente, e se necessdrio, as
concentracOes de cetuximabe eram repostas apds 72 horas, para evitar a inativacdo do
farmaco devido a altas temperaturas. As doses iniciais de cada cultura foram determinadas

individualmente de acordo com a sensibilidade de cada linhagem.

Cetuximab Cetuximab
200 pg/mL 400 pg/mL

Linhagem
parental

Figura 11 - Esquema do modelo de resisténcia incremental ao cetuximabe.
As linhagens foram submetidas a doses crescentes de Cetuximabe, seguido de periodos de

recuperagao.
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Ao longo do tempo os clones representativos das doses incrementais foram retirados da
cultura e selecionados mais uma vez, com a ultima dose incremental de cetuximabe. Estes
clones foram utilizados nas abordagens posteriores, para verificar as alteracdes que

ocorreram provenientes da resisténcia adquirida ao cetuximabe.

4.9 Determinagao da Viabilidade, citotoxicidade e caspase clivada

A viabilidade, citotoxidade e presenca de caspases 3 e 7 clivadas foram detectadas pelo
kit comercial ApotoxiGlo-Triple assay (Promega — cod. G6321). Esta metodologia permite
mensurar simultaneamente 3 parametros em um Unico ensaio. Neste ensaio as células
foram semeadas (5 x 10°) em placas de 96 pogos com laterais opacas. Em seguida foram
expostas aos farmacos propostos neste estudo. Apds 72 horas, foram realizadas as leituras
das placas em leitor com capacidade de deteccdo de quimioluminecéncias (Varioskan Flash-
Thermo scientific). As leituras relativas de fluorescéncia (RFU), indicadoras de citotoxidade-
viabilidade, e a leitura relativa de luminescéncia (RLU), indicadora de apoptose, foram

utilizadas na analise e interpretacao dos resultados.

4.10 Western Blotting

As linhagens celulares foram homogeneizadas em tampao de lise contendo 50 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM B-mercaptoetanol, 1 mM benzamidina, 0,2 mM PMSF, 0,1 M
aprotinina, 20 ug/mL leupeptina e 0.1 mM pefabloc. Todo o procedimento foi realizado em
contato com gelo, para evitar a degradacao das proteinas O homogeneizado foi centrifugado
a 13.000 x g for 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi utilizado nas andlises em gel SDS-
PAGE para avaliacdo do perfil proteico das amostras. A concentracdo de proteina total foi
estimada através de uma curva padrdao de BSA utilizando o reagente de Bradford (Sigma-
cod. B6916), e as leituras da absorbancia foram determinadas a 595nm em leitura de placas
(Varioskan Flash-Thermo scientific). Em seguida, 20 pug de proteina foram preparadas em
tampdo desnaturante Laemmli. As amostras separadas por SDS-PAGE foram transferidas
para membrana de nitrocelulose, sondadas com anticorpos especificos. A detecgao do sinal
guimioluminescente foi realizada no sistema de fotodocumentagdo Image Quant LAS 4000

mini (GE Heathcare — cod. 28-9558-13) e, posteriormente, as bandas marcadas foram
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analisadas e quantificadas utilizando o software Image J, obtendo o indice de densidade

Optica das bandas.

4.11 Anticorpos
Todos os anticorpos foram diluidos segundo as recomendacgdes dos seus fabricantes e
estocados a -202 C. Os anticorpos utilizados neste trabalho estdo listados acima com as

respectivas informacdes e dilui¢des utilizadas.

Tabela 7 - Anticorpos utilizados.

Anticorpos Diluigao Condicao Fabricante/cddigo
Anti-EGFR (total) 1:1000 TA—-1hora Cell signaling/ #4267
Anti-EGFR (fosforilado) 1:1000 TA—1hora Cell signaling/ #3777
Anti-ERK 1/2 (total) 1:1000 TA -1 hora Cell signaling/ #4695
Anti-ERK 1/2 (fosforilado) 1:1000 TA -1 hora Cell signaling/ #4370
Anti-AKT (total) 1:1000 TA—-1hora Cell signaling/ #4691
Anti-AKT (fosforilado) 1:1000 TA—-1hora Cell signaling/ #4060
Anti- a actina 1:1000 TA—-1hora Cell signaling/ #4967
Anti- B tubulina 1:1000 TA—-1 hora Millipore/ 05-661
Anti-AKT1 isoforma 1:1000 TA—-1 hora Cell signaling/ #2938
Anti-mouse IgG HPR 1:3000 TA—-1hora Cell signaling/ #7076
Anti-rabbit IgG HPR 1:5000 TA—-1hora Cell signaling/ #7074

TA — temperatura ambiente.

4.12 Transfeccdo das linhagens celulares com siRNA

O silenciamento do gene AKT1 foi conduzido com o kit comercial TriFECTa-RNAi (IDT,
EUA) constituido por um duplex controle negativo, 3 diferentes duplex contra AKT1 e um
duplex para controle da eficiéncia da transfeccdo (TYE 536). As sequéncias e detalhes de

todos os duplex estdo listados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Sequéncia dos duplex usados como siRNA.

Duplex Sequéncia Peso molecular (Anidro)
TYE 563 5’ - /5TYE563/T*CCUUCCUCUCUUUCUCUCCCUUGUG*A - 3’ 8,767.5
3’- A*GGAAGGGGAAAGAGAGGGAACAC*T/5TYES63/ - 5 9,404.2
Duplex | (AKT1) 5’ - CCCUCAGAACAAUCCGAUUCACGTA -3’ 7,866.8
3’ - UCGGGAGUCUUGUUAGGCUAAGUGCAU -5’ 8,667.2
Duplex Il (AKT1) 5’ — AGAGGAGCAAGGUUUAAAUUUGUTA -3’ 8,053.9
3’ — UGUCUCCUCGUUCCAAAUUUAAACAAU -5’ 8,460.1
Duplex Il 5’ — GGCUGACGGCCUCAAGAAGCAGGAG -3’ 8,106.0
(AKT1) 3’ - CACCGACUGCCGGAGUUCUUCGUCCUC -5 8,497.1
Controle ( -) 5’ — CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAT -3’ 7,925,8
(irrelevante) 3’ — CAGCAAUUAGCGCAUAUUAUGCGCAUA -5’ 8,601.2

A transfeccdo foi realizada em placas de cultura de 6 pogos com aproximadamente
70-80% de confluéncia. Como agente transfectante, foi utilizada Lipofectamina 2000 (Life
Technologies), de acordo com as especificacdes de uso sugeridas pelo fabricante. Diferentes
concentracdes dos 3 duplex foram utilizadas para otimizacdo da técnica e a selecdo do
duplex mais eficiente. Apds 72 horas da transfeccdao, os niveis de expressdao da proteina
AKT1 foram avaliados por Western blotting. Os ensaios de citotoxidade dos inibidores de

EGFR foram novamente conduzidos nas células transfectadas.

4.13 Sequenciamento direto dos genes EGFR, BRAF, KRAS, NRAS, PIK3CA, PTEN

O DNA obtido a partir das linhagens celulares utilizadas neste estudo foi extraido com
TRizol® Reagent (Life Technologies). Foi adicionado 1 mL do reagente em garrafa de cultura
(T25) confluente para completa lise celular e exposicdo do material genético. Em seguida, foi
realizada a separacado das fases aquosas, intermedidria e organica com a adi¢do de 200 uL de
cloroformio. A precipitacio do DNA remanescente das fases intermedidria e organica foi
realizada com adicdo de 300 pL de etanol absoluto (MERCK). Apés a centrifugacdo a 3000
rom por 5 minutos, o DNA extraido passou por uma série de 3 lavagens com citrato de sddio

10% em ETOH (0,1M), e 2 lavagens com etanol 70%. O DNA extraido foi deixado em
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temperatura ambiente para evaporacao e ressuspendido com 30 plL de agua ultrapura e
quantificado no equipamento NanoDrop (Thermo Scientific).

O DNA extraido das linhagens celulares foi amplificado por PCR, no qual a reacdo final
foi padronizada com um volume final de 15 pL. O mix de reagentes usados foi composto de
1X tampao incompleto, 2mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,3 uM de cada primer de interesse e 0,5
U de polimerase (Platinum Taq DNA Polimerase), juntamente com 50 ng/uL do DNA de cada
amostra avaliada. Os parametros de ciclagem usados foram uma denaturacdo inicial a 96° C
por 15 minutos, seguida de 40 ciclos de 96° C por 45 segundos e 58° C por 45 segundos para
EGFR; 55,5° C for 45 segundos para os genes BRAF e PIK3CA; 72° por 45 segundos para NRAS
e 52° C por 45 segundos para PTEN. Para todos os genes foi utilizada a temperatura de 72° C
para extensao final.

Os produtos do PCR de cada gene foram purificados com a enzima EXOSAP-IT
(Affymetrix, USB) e submetidas a sequenciamento direto usando o kit de sequenciamento
ABI PRISM BigDye XTerminator e BigDye XTerminator purification kit (Applied Biosystems).
As andlises das mutac¢des foram analisadas nos softwares Genetic Analyzer ABI PRISM 3500

e SeqScape version 2,7 (Applied Biosystems).

4.14 Hibridizagao fluorescente in situ (FISH)

Para avaliar as alteracbes do numero de cépias do EGFR, foi realizado uma
hibridizacdo fluorescente in situ, utilizando a sonda comercial EGFR Zytolight SPEC
EGFR/CEN 7 Dual Color Probe (ZytoVision). As células foras cultivadas em frascos T25 até
atingirem 85% de confluéncia. Em seguida foram desaderidas com auxilio de acutase
(Accutase® Cell Dissociation Reagent — Gibco) por 5 minutos. As amostras foram semeadas
em laminas histolégicas e fixadas em uma solu¢cdo metanol/acido acético (3:1).
Posteriormente as laminas foram lavadas em solug¢do 2X SCC a 37° C, tratadas, desidratadas
em uma bateria de etanol (70, 85 e 100%) e colocadas para secar em temperatura ambiente.
A hibridizacdo das sondas foi conduzida de acordo com as instru¢des do fabricante. A
remocao de ligacGes inespecificas foi realizada em tampdo contendo Igepal. As analises de
30 células foram usadas para a classificacdo quanto ao aumento do nimero de cdépia do
EGFR. A razdo entre o EGFR:CEN7 foi calculada entre o numero de cdpia encontrado para

EGFR e centrobmero como descrita previamente no trabalho de Chung e colaboradores®.
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4.15 Criagao de uma linhagem estavel mutante para KRAS.

Para a criagdo de uma linhagem estavel com mutagles ativantes no gene KRAS
(p.G12D e p.G12S), foi utilizada a linhagem H292 de CPNPC, que apresenta o gendtipo
selvagem para este gene. A linhagem H292 foi transfectada com os plasmideos comerciais
pPEGFP.C1.KRAS_wt; pEGFP.C1.KRAS_G12D e pEGFP.C1.KRAS_G12S (Reniguard Life Science
Inc.). Para este objetivo, 2,5 X 10° células foram semeadas em placas de 6 pocos e
transfectadas com Fugene HD (Promega — cod. E2311) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Apds 24 horas de transfeccdo, as células foram selecionadas em um meio de
cultura contendo neomicina (250 pg/mL), durante duas semanas. Apds esta sele¢do, cada
linhagem celular transfectada foi submetida a uma separacdo por citometria de fluxo (BD
FACS Aria Il), para o enriquecimento das populagdes celulares (EGFP positivas). Apds o
enriguecimento, foi realizado a confirmacdo das mutacdes inseridas na linhagem H292 por
sequenciamento direto do gene KRAS, utilizando os primers: hCMV_F:
AGCAGAGCTGGTTTAGTGAAC e KRAS_R: CCAAGAGACAGGTTTCTCCATCA. Em seguida foram
avaliadas as alteracdes decorrentes das mutacdes p.G12D e p.G12S do gene KRAS, na

resposta a inibidores de EGFR.

4.16 Analise do exoma por sequenciamento de nova geragao

As linhagens celulares Fadu (parental) e Fadu resistente (clone 10), foram
encaminhadas a um servico de genética (Mendelics analise gendmica S.A) onde foi realizado
o sequenciamento do exoma por tecnologia de nova geracdo. Uma aliquota de DNA na
concentra¢gdo de 200 ng/uL foi encaminhada ao prestador de servigos, que utilizou a
plataforma de sequenciamento de nova geracao lllumina HiSeq2500. A porcentagem de
bases cobertas pelo sequenciamento foi de 87% na linhagem celular Fadu (parental) e 57%
na linhagem celular Fadu (clone 10). Apds a geracdo e alinhamento das sequéncias de
interesse, os dados foram analisados na ferramenta de bioinformatica Variscan2, a fim de se

encontrar significativas alteracGes genéticas e seu efeito bioldgico na linhagem resistente.

4.17 Analise da expressao génica (array de expressao)
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Para a validagdo do perfil de expressdo de mRNA da linhagem Fadu (parental e clone
resistente), foram utilizadas laminas de microarray Gene Expression Microarray, 4x44K
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) em metodologia dual-color (Cy3 e Cy5),
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Apds a extracdao e quantificagdo do RNA das
linhagens, 500 ng de RNA total com adicdo de RNA controle (spike in), foram conduzidas a
transcricdo reversa com auxilio da enzima MMLV-RT (Maloney Murine Leukemia Virus-
Reverse Transcriptase) para a construcdo do cDNA dupla fita a partir de primers adaptados a
um promotor T7 na regido 5 da fita de cDNA. Posteriormente, foi adicionado a enzima T7
polimerase com nucleotideos marcados com os fluorocromos cianina 3 (Cy3) ao cDNA das
linhagem Fadu parental, chamada nesta abordagem de controle, e cianina 5 (Cy5) ao cDNA
da linhagem Fadu resistentes, chamada nesta abordagem de Clone C10. Esta etapa consistiu
na amplificacdo de RNAs complementares anti-sense (cRNA). Os respectivos cDNAs foram
purificados com colunas comerciais, e posteriormente hibridizados nas laminas por 17 horas
na temperatura constante de 65° C em forno de hibridizagdao (Agilent Tecnologies).
Finalmente, as laminas hibridizadas foram lavadas nos tampdes Wash Buffer 1 e Wash Buffer
2, de acordo com as instrucGes do fabricante. Apds as sucessivas lavagens, as laminas foram
escaneadas a 550 nM (espectro verde — Cy3) e 640 nM (espectro vermelho — Cy5) no
equipamento Agilent Scanner Surescan (Agilent Tecnologies). A extracdo dos dados e
controle de qualidade foi realizado pelo software Feature Extration, versao 10.7 (Agilent
Tecnologies), que realiza o posicionamento automatizado das grids, baseado em regides
marginais, fornecendo os graficos de controle de qualidade da reacdo de hibridizacdo. Os
oligonucleotideos, foram identificados pelo protocolo customizado GE2_107_Sep09. Apds a
guantificacdo, foram selecionadas as médias dos dados brutos (gMeanSignal), além da
médias do background (gBGMeanSignal) utilizadas para as futuras analises.

Os dados de expressdo foram analisados em ambiente R, versdo 2.11.0. Para a
inclusdo dos dados, identificagcdo das flags e geracdo das matrizes de expressao, foi utilizado
o pacote limArray para retirada dos controles positivos e negativos, valores que
sobrepuseram o background, e conversdo de dados em escala logaritmica. Em seguida, os

dados foram normalizados pela metodologia quantile para futura aplicacao estatistica.
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4.18 Analises estatisticas

A anadlise estatistica foi realizada com auxilio do softwar Graph Prism versdao 5.0
(Graph Prism Software, San Diego, USA) e SPSS versdo 9.0 (Statistical Package for Social
Sciences; SPSS, Chicago, USA). A associa¢do entre as taxas de resposta ao allitinib e as
mutacdes nos genes encontradas foi realizada usando o teste do qui-quadrado, e o nivel de
significancia foi considerado como p<0,05. Nos ensaios celulares a comparagdo entre os
grupos foi feita pelo teste One Way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni.

A andlise estatistica dos dados de expressdo foi realizada pelo rank products,
utilizando o pacote RankProd na plataforma R (Rstudio versdao 2.11.0). Neste trabalho, os
genes foram considerados significativos com valores de p<0.005. Os agrupamentos de genes
corregudados foram submetidos a andlise funcional usando o banco de dados DAVID
(Database for Annotation, Vizualization and Integrated Discovery), versao 6.7. Nesta
abordagem, foram identificados os processos bioldgicos e vias dos genes diferencialmente
expressos entre as duas linhagens testadas: Fadu parental e Fadu resistente. Foi considerada
significativa a categoria que apresentou no minimo 3 genes e um classificacao p<0,05, apds
correcdao de Benjamini-Hochberg. Os bancos de dados analisados foram: Biocarta, KEEG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) e Reactome. Os heat maps foram construidos
utilizando o pacote de dados ComplexHeatmaps versdao 1.6.0 na plataforma R (Rstudio

versdo 2.11.0).
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5 RESULTADOS

Os resultados foram divididos em trés etapas, com a finalidade de responder aos

objetivos especificos descritos no item 3.1 desta tese.

5.1 Avaliagao dos biomarcadores de resposta a cetuximabe em modelos in vitro de

cabeca e pescoco

O primeiro objetivo deste estudo consiste na busca por biomarcadores da resposta
ao cetuximabe, utilizando um modelo in vitro. Nesta abordagem é proposto um modelo de
resisténcia incremental a partir do qual foram selecionados clones resistentes desta terapia.
Os resultados a seguir descrevem a avaliacdo do modelo de resisténcia, quanto a perda de

eficiéncia do cetuximabe e as alteragGes genéticas associadas a este mecanismo.

5.1.1 Caracterizacdo de sensibilidade ao cetuximabe

Como parametro da resposta ao cetuximabe, foi utilizado como controle para todos os
experimentos, a linhagem A431. Os ensaios de viabilidade (MTS) demonstraram uma
reducdao de aproximadamente 60% da viabilidade celular na ultima dose testada de
cetuximabe (250 pg/mL), com calculo de IC5o de 120 pg/mL (Figura 12A). A caracterizagdo do
potencial inibitdrio também foi verificado por Western blotting. Logo apds um periodo de 2
horas em meio livre de soro, as células foram expostas 2 horas em duas concentracdes de
cetuximabe 50 e 100 pg/mL. Em seguida a estimulacdo de EGFR foi realizada com EGF (10
ng/mL), a fim de constatar o efeito inibitdrio do farmaco nas vias efetoras intracelulares. O
cetuximabe na dose de 50 pug/mL foi capaz de reduzir a fosforilagdo de EGFR quando esta via
foi estimulada com EGF. Além disso, na mesma dose, houve a reducdo total da fosforilacao

de ERK1/2, juntamente com os niveis de fosforilagdo de AKT (Figura 12B).
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Figura 12 - Caracterizacdo do padrao de sensibilidade da linhagem A431.
A — Viabilidade da linhagem A431, exposta as concentragdes varidveis (0 — 250 pg/mL) de
cetuximabe. B- western blotting do lisado de células A431 e imunomarcacdo de proteinas

intracelulares.

5.1.2 Selegdo das linhagens do modelo de resisténcia ao cetuximabe

Com base nos resultados anteriores da sensibilidade das linhagens tumorais, as
linhagens A431 (controle) SCC25 e Fadu foram escolhidas para compor o modelo de
resisténcia ao cetuximabe. As linhagens escolhidas possuem estado selvagem para os genes
EGFR, KRAS e BRAF, segundo pesquisa realizada no banco de dados COSMIC. O perfil
mutacionais foi confirmado através de sequenciamento direto dos seguintes genes: EGFR,

BRAF, KRAS, PIK3CA e PTEN (Tabela 9).

Tabela 9 - Perfil mutacional dos genes EGFR, BRAF, PIK3CA e PTEN.

Linhagem celular BRAF PIK3CA KRAS EGFR PTEN

A431 WT WT WT WT WT
SCC25 WT WT WT WT WT
Fadu WT WT WT WT WT

WT- selvagem.

As concentragdes utilizadas no modelo de resisténcia foram baseadas em teste de

tolerancia, juntamente com os dados de ICsg de cada linhagem. As informagdes quanto a
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guantidade e clones foram reunidas na Tabela 10, para melhor compreensdo e analise do
comportamento de cada uma das linhagens. O tempo de exposicdo ao cetuximabe variou
individualmente em cada linhagem, onde linhagens mais sensiveis como a A431 e SCC25
necessitaram de um tempo maior de recuperagao entre as doses incrementais. A linhagem
Fadu parental, inicialmente, possuia uma resposta intermedidria. Esta caracteristica auxiliou
no processo de recuperacdo e restabelecimento da confluéncia destas linhagens. No total,

os ensaios foram realizados em aproximadamente 32-34 semanas.

Tabela 10 - Concentragdo de cetuximabe e tempo de exposicdao dos clones

resistentes ao cetuximabe.

Linhagem celular Clones Doses (cetuximabe) Tempo (= semana)

Cc1 400 pg/mL 3
2 800 pg/mL 9
c5 1600 pg/mL 12

A431 c6 1600 pg/mL 15
c7 1600 pg/mL 16
c9 3200 pg/mL 23
Cc10 3200 pg/mL 22
C1 200 pg/mL 5
Cc2 400 pg/mL 9
C3 800 pg/mL 12
c4 1600 pg/mL 16

SCC25 C5 1600 pg/mL 17
c6 1600 pg/mL 19
Cc7 1600 pg/mL 19
cs8 3200 pg/mL 29
c9 3200 pg/mL 31
C1 600 pg/mL 4
Cc2 800 pg/mL 6
c5 1600 pg/mL 9
C6 1600 pg/mL 10

Fadu
c7 1600 pg/mL 10
cs8 3200 pg/mL 16
c9 3200 pg/mL 15

10 3200 pg/mL 18
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5.1.3 Validagao do modelo de resisténcia ao cetuximabe

Apds a selecdo dos clones, um novo teste de sensibilidade foi realizado, para conferir
as modificacdes na taxa de resposta ao cetuximabe. Para isso, todas os clones apds
atingirem a 32 passagem foram semeados em placas de 96 pocos e expostos as mesmas

concentragdes de cetuximabe iniciais. Paralelamente as respectivas linhagens parentais

também foram analisadas.
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Figura 13 - Avaliagdo da viabilidade celular das linhagens resistentes ao cetuximabe.
As linhagens parentais (P) e seus respectivos clones (C) foram expostos a uma curva incremental de

cetuximabe (0 — 250 pug/mL) por 72 horas e reveladas com MTS.

Seguimos com uma analise mais aprofundada das linhagens A431 e Fadu parental e
clones resistentes, para avaliar as alteracdes ocasionadas pelo modelo de resisténcia
proposto. A primeira analise foi avaliar por Western blotting as altera¢Ges na inibicdo das
vias intracelulares. O conteldo proteico das linhagens celulares parental e resistentes foram
imunodetectados com os anticorpos: anti-EGFR, anti-ERK 1/2 e anti-AKT total e fosforilado.
Entre as alteragGes encontradas verificou-se que, na linhagem A431, os niveis de fosforilacao
de EGFR ndo se alteram na presenga do inibidor na linhagem A431-C5. A inibigdo da via das

MAP quinases, representada pela deteccdo do anticorpo anti-ERK 1/2 foi comprometida
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juntamente com a fosforilacdo de AKT. Estes resultados indicam que o inibidor se tornou
ineficiente neste clone. O mesmo aumento da fosforilagao foi detectado na linhagem Fadu-
C10 que partiu da linhagem parental Fadu (Figura 14). Além disso, detectou-se um aumento
dos niveis de AKT fosforilado a medida que os clones se tornavam resistentes ao cetuximabe

(Figura 14 B).
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Figura 14 - Western blotting das linhagens parentais e clones resistentes.
Imunoblottig contra anticorpos anti-EGFR, anti-EKR 1/2 e anti-AKT total e fosforilado, expostos a 25

pg/mL, durante 2 horas. P- parental, C- clone, CTX — cetuximabe.
5.1.4 Alteragoes morfoldgicas apods resisténcia

A medida que as linhagens foram expostas a concentracdes incrementais de
cetuximabe, algumas alteracdes morfoldgicas foram observadas em baixa confluéncia. A
linhagem utilizada como controle, A431 manteve uma semelhanca morfoldgica bem
conservada, como observado na Figura 16. Estas células, sob baixa confluéncia, crescem em
ilhas isoladas com bordas regulares e possuem um formato arredondado. A medida que os
clones foram retirados ao longo do tempo de exposicdo ao cetuximabe notou-se que a
distancia entre as ilhas foi aumentada. A morfologia da linhagem Fadu foi bastante alterada
no modelo de resisténcia proposto. Inicialmente, a linhagem celular parental apresentava
uma morfologia arredondada com projecdes citoplasmaticas evidentes em todas as ilhas em
crescimento. Entretanto, observou-se uma alteracdo morfolédgica nos clones resistentes ao

cetuximabe, que apresentam um formato fusiforme e as proje¢des citoplasmdticas mais
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evidentes. Quanto ao padrdao de crescimento em ilhas, notou-se que este também foi

alterado (Figura 16).

A431 - Parental A431-Clone 5 A431 - Clone 10

S0 M0 O

Fadu - Parental Fadu —Clone 5

Figura 15 - Altera¢des morfoldgicas dos clones resistentes ao cetuximabe.

Os clones selecionados foram avaliados quanto a viabilidade e citotoxicidade,
utilizando o kit comercial ApotoxiGlo, que se trata de um método direto ndo dependente do
metabolismo celular. O ensaio é capaz de avaliar a presenca de proteases de células vivas,
para quantificar a viabilidade celular e também avaliar a citotoxicidade, pela deteccdo de
proteases presente no meio extracelular proveniente de algum dano a integridade da
membrana celular. Constatamos que as linhagens parentais A431 e Fadu apresentaram uma
reducdo na viabilidade celular, frente ao incremento da dose de cetuximabe. A relagdo de
citotoxicidade foi inversamente proporcional aos valores de viabilidade detectados. Diante
disso pode-se notar o aumento da citotoxicidade nas maiores doses, em ambas as linhagens
parentais. Os clones testados de ambas as linhagens celulares mostraram uma diminuigdo da
sensibilidade ao cetuximabe quando comparado as suas respectivas linhagens parentais. O
mesmo foi observado quando ao parametro de citotoxicidade, no qual as linhagens

resistentes apresentam uma diminuicdo da sensibilidade ao cetuximabe (Figura 16).
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Figura 16 - Analise da viabilidade e citotoxicidade dos clones resistentes a cetuximabe.

O ensaio foi realizado com kit comercial ApotoxiGlo (promega). As linhagens celulares foram
expostas a diferentes doses de cetuximabe (50, 100 e 250 pg/mL) por 24 horas. A e B — Viabilidade e
citotoxicidade das linhagens A431 parental, clone 5 e 10. C e D — Viabilidade e citotoxicidade das

linhagens Fadu parental, clone 5 e 10.

Para avaliar a influéncia das vias intracelulares no mecanismo de resisténcia ao
cetuximabe as linhagens A431 e Fadu, parentais e seus respectivos clones, foram expostas
novamente ao cetuximabe (250 pg/mL) em combinacdo com os inibidores das vias
intracelulares, AKT (MK2206) e ERK (Selumetinib) na concentracdo de 2.5 uM, por 72 horas.
Nesta abordagem, foi detectada uma significativa reducdo da viabilidade da linhagem A431-
C5 resistente, quando exposta a ambos os inibidores. O mesmo foi observado na linhagem
Fadu-C10, entretanto foi detectada maior reducdo da viabilidade da linhagem resistente,

apods exposicdo ao inibidor MK2206 (Figura 17).
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Figura 17 - Cetuximabe e combinacado de terapias anti-ERK e anti-AKT.

As linhagens A431-C5 e Fadu-C10, e seus respectivos clones foram expostos a concentracoes fixas de
cetuximabe (250 pg/mL) combinados com inibidores anti- AKT (MK2206) e ERK (Selumetinib).
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5.1.5 Analise de mutagdes da linhagem Fadu-C10 resistente ao cetuximabe

Apds o sequenciamento do exoma das linhagens Fadu (parental) e Fadu-C10 (clone
10), foi realizada uma analise comparativa para deteccdo de mutagdes adicionais,
ocasionados em decorréncia da resisténcia ao cetuximabe. Inicialmente, através da
ferramenta de analise VarScan2, foi possivel destacar 18 SNVs, com valores significativos
(p<0.005) (Tabela 11), sendo 8 muta¢des com efeito bioldgico modificador e 10 com

moderado efeito bioldgico.

Tabela 11 - Alteracdes genéticas SNVs, detectadas na linhagem Fadu-C10.

Cromossomo Nucleotideo Gene .Efe’it? Mutagao
Referéncia  Variante biolégico

chrl_17087521 G A CROCC Modificador n.54C>T
chrl_22186113 T G HSPG2 Moderado p.Thr1747Pro
chrl_ 144912233 C T PDE4DIP Moderado p.Arg818His
chrl_146250915 A G WI2-3658N16.1  Modificador n.370T>C
chrl_204978533 A G NFASC Modificador €.3611-152A>G
chr2_100628013 T C AFF3 Moderado p.GIn25Arg
chr2_189870953 C A COL3A1 Moderado p.Leul021lle
chrd_70346458 G A UGT2B4 Moderado p.Thrd94lle
chr6_32549525 C G HLA-DRB1 Moderado p.Glyl54Ala
chr10_99240048 C T AL355490.2 Modificador €.262+651G>A
chrl2_104153004 C G STAB2 Moderado p.Leu2401Val
chr12_113386779 C G OAS3 Moderado p.Ser381Arg
chr12_ 114793297 T C TBX5 Modificador c.*40A>G
chrl7_4789466 C T MINK1 Moderado p.Pro249Leu
chrl9 53418555 A G ZNF888 Modificador n.445T7>C
chr20_6065729 C T FERMT1 Moderado p.Arg526Lys
chr20_30777860 A G PLAGL2 Modificador n.304T>C
chrX_24329685 C T SUPT20HL2 Modificador n.1748G>A

A: adenina. C: citosina, G: guanina e T: timina

De acordo com a classificacdo do efeito bioldgico atribuido a cada uma das variantes
encontradas, destacam-se os valores comparativos mais significativos para prosseguir uma
analise inicial, quanto a presenca de alteracdes nestes genes em pacientes portadores de

CCECP. O total de 10 genes foram selecionados (Tabela 12) e, em seguida, analisados

qguanto a presenca de mutagdes, expressdao e numero de cdpias, utilizando os dados do

TCGA de  pacientes portadores de  CCECP disponiveis no  CbioPortal
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(http://www.cbioportal.org/). Com base nesta analise preliminar, foi encontrada uma baixa

frequéncia de mutagGes e amplificagdes dos genes selecionados. Entretanto, 8% (22/279)
possuem uma superexpressdo do gene HLA-DRB1 e 11% (30/279) do gene FERMT1 (Tabela
12).

Tabela 12 - Genes com SNVs e frequéncia de
alteracdes genéticas em pacientes com CCECP,
obtidas a partir do TCGA.

MutagOGes Superexpressao CNV

Genes

(%) (%) (%)
HSPG2 0 4 4
PDE4DIP 2 4 1
AFF3 1 4 2
COL3A1 3 4 3
UGT2B4 1 3 2
HLA-DRB1 2 0 8
STAB2 0 3 3
OAS3 0 0 5
MINK1 0 0 5
FERMT1 1 0 11

5.1.6 Andlise do perfil de expressao génica da linhagem Fadu-C10

Apds a andlise da expressdao génica e enriquecimento funcional como descrito na
secdo de métodos, os genes foram agrupados em categorias de vias de sinalizacao,
considerando no minimo 3 genes diferencialmente expressos nas linhagens Fadu-C10
resistentes ao cetuximabe comparadas a linhagem parental. Inicialmente, foi encontrada a
superexpresdo dos genes EGFR, MAP2K2, UBA52, SHC1, CLTA e EPN1, envolvidos na
sinalizacdo mediada pela ativacdo do EGFR na linhagem resistente ao cetuximabe. Esta
andlise demonstrou que a expressdo destes genes é maior na linhagem resistente (Fadu-

C10) quando comparados a linhagem Fadu parental, sensivel ao cetuximabe (Figura 18).


http://www.cbioportal.org/
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Figura 18 - Matriz de expressao da via de sinalizacdo de EGFR.
O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento

dos genes. Vermelho inducdo da expressao, verde repressao e preto nenhuma modulacao.

A andlise funcional realizada no banco de dados KEEG, revelou que 21 genes,
pertencentes a sinalizacdo de MAPK, estdo diferencialmente expressos na linhagem
resistentes ao cetuximabe (p=0,04). Os genes EGFR, FGF5, MAP2K2, RELA, NF1, GNA12,
MAPKAPK3, HSPA1B, FGF21, DUSP4, TNFRSF1A, JIMID7-PLA2G4B, ARRB2, RPS6KA2, ELK4,
JUND, IL1B, PLA2G2C, PRKACA, MAP3K14, MAP2K7 encontram-se superexpressos, na

linhagem Fadu-C10, comparados a linhagem Fadu parental (Figura 19).
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Figura 19 - Matriz de expressao da via de sinalizacdao de MAPK. O dendrograma superior horizontal
mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento dos genes. Vermelho inducdo da

expressao, verde repressdo e preto nenhuma modulagao.
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Pode observar-se que os genes envolvidos na sinalizacdo mediada por mTOR, estdo
diferencialmente expressos na linhagem resistente ao cetuximabe. Os genes EIF4EBP1,
RPS6KA2, ULK1, VEGFA, TSC2, STRADA, PRKAA1l encontram-se induzidos com diferenga

significativa (p=0.043), quando comparados aos niveis de expressao da linhagem Fadu

parental (Figura 20).
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Figura 20 - Matriz de expressao da via de sinalizacdo de mTOR.
O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento

dos genes. Vermelho inducdo da expressao, verde repressdo e preto nenhuma modulagao.

A sinalizacdao de Wnt esta envolvida no desenvolvimento de alguns tumores sélidos.
Neste estudo observou-se que a diminuicdo da expressdo de 13 genes (PSMA2, CSNK1A1,
PPP2R1B, PSMA1, PSMD14, PSMB1, PSMB3, PPP2CA, PSMD10, PSMD1, SKP1, PSMD6 e
PSMD?7) envolvidos sinalizacdo mediada por Wnt. A repressao destes genes foi detectada na

linhagem celular resistente ao cetuximabe Fadu-C10, em comparac¢do com a linhagem Fadu

parental (Figura 21).



52

PSMB3
CSNK1A1

SKP1

PPP2CA

PSMAT

PSMD10

PSMD6

PSMB1 05
psmp7 7.
PsMD14 H-1
PSMA2
PPP2R1B
PSMD1

Parental_2

Parental_3

™
E=]
o
]
o

Clone_C10_1
Clone_C10_2
Clone_C10_3

Figura 21 - Matriz de expressao da via de sinalizacdo de Wnt.
O dendrograma superior horizontal mostra o agrupamento das amostras e o vertical o agrupamento

dos genes. Vermelho inducdo da expressao, verde repressao e preto nenhuma modulacdo.

Estes resultados sdo preliminares e analises bioinformaticas posteriores, envolvendo
outras ferramentas e pipe-lines, assim como a anadlise de copy number variations (CNV) e
posterior validacdo através de sequenciamento Sanger e estudos funcionais sao

fundamentais para esclarecer o papel destes achados.
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5.2  Estudo comparativo do efeito citotoxico dos inibidores irreversiveis afatinib e

allitinib em linhagens de CCECP

Baseado nas evidéncias de diferentes padrdes de resposta ao cetuximabe para
paciente com CCECP, uma nova geracao de inibidores emergiu no cenario terapéutico nos
ultimos anos. Os inibidores irreversiveis de EGFR, como afatinib e allitinib, representam a
esperanca de uma terapia anti-EGFR mais eficiente. Os resultados descritos a seguir relatam
as abordagens comparativas da eficiéncia terapéutica de cada inibidor, bem como os

possiveis biomarcadores associados a esta nova geracao de inibidores de EGFR.

5.2.1 Caracterizagdao molecular e genética do painel de linhagens de CCECP

O perfil de expressdo das proteinas da familia ErbB foi avaliado por Western blotting
e revelou diferentes niveis dos receptores. Em condi¢des basais (sem estimulagdo com EGF)
todas as linhagens expressaram, em diferentes niveis o receptor EGFR na sua forma total,
entretanto somente as linhagens celulares HN13, SCC25 e JHU28 exibiram niveis de
fosforilacdo de EGFR. Nenhum das linhagens testadas apresentou fosforilacdo do receptor
HER2, no entanto foi detectada a presenca de fosforilagdao do receptor HER4 nas linhagens
SCC25 e Fadu (Figura 22A). A analise das atividade das vias intracelulares, mostrou que a
maioria das linhagens celulares expressaram a forma fosforilada de ERK1/2, com exce¢do da
linhagem JHU12. As linhagens celulares HN13, SCC4 e JHU12 apresentaram os maiores niveis
de fosforilacdo de AKT. Além disso, a proteina PTEN esta ausente em 3 das 8 linhagens
celulares avaliadas (Figure 22A). Nossos resultados mostraram que somente a linhagem
HN13 possui uma amplificacdo génica, devido o aumento do nimero de cépias de EGFR

(Figure 22B).
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Figura 22 - Expressao dos receptores ErbB e analise do numero de copias de EGFR.
(A). Perfil de proteinas totais e fosforilados e ativagdo das vias intracelulares AKT, ERK; (B). FISH
(Fluorescence in situ hybridization) do EGFR. EGFR (verde) e DNA centromérico (vermelho) e nucleos

corados com DAPI (azul). Amplificagdo de 100X.

O perfil molecular foi caracterizado quanto aos genes preditivos do painel de 7
linhagens celulares de CCECP comerciais, representando diferentes sitios primarios de
localizacdo e uma linhagem primadria, proveniente de paciente portador de CCECP,
estabelecida pelo nosso grupo e denominada HCB289. As linhagens celulares foram
classificadas quanto ao estado mutacional de alguns genes relacionados a resisténcia
primaria a terapias anti-EGFR (BRAF, PIK3CA, KRAS , EGFR e PTEN). O material genético foi
extraido com trizol —cloroférmio, ressuspendido, quantificado e sequenciado como descrito
na secdo de métodos deste estudo.

O sequenciamento revelou apenas uma mutacdo em EGFR presente na linhagem
HN13 (His773Tyr) e uma mutacdo no gene KRAS (p.G12S) presente na linhagem JHU28. As
demais linhagens de CCECP e também o controle possuem status selvagem para todos os

genes testados (Tabela 13).
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Tabela 13 - Caracterizacao molecular das linhagens celulares de CCECP.

Linhagem Sitio anatomico Mutagdes nos genes preditivos
EGFR BRAF KRAS NRAS  PIK3CA PTEN
HN13 Lingua p.H773Y WT WT WT WT WT
JHU12 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT
JHU28 n.a WT WT p.G12S WT WT WT
JHU13 n.a WT WT WT WT WT WT
FADU Hipofaringe WT WT WT WT WT WT
SCC25 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT
scca Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT
HCB289 Cavidade Oral WT WT WT WT WT WT
A431 Pele WT WT WT WT WT WT

WT — wild type (selvagem); n.a- ndo apresentado

5.2.2 Comparagdao da eficiéncia entre cetuximabe e afatinib e allitinib no painel de

linhagens de CCECP

Neste estudo, foi avaliada a citotoxicidade de trés terapias (cetuximabe e afatinib e
allitinib) e comparamos o potencial inibitério de cada farmaco, através do ensaio MTS

(Tabela 14).

Tabela 14 - Resposta citotoxica do painel de linhagens de
CCEPC aos inibidores cetuximabe e afatinib e allitinib.

Linhagens Resposta aos anti-EGFR (ICsy)

celulares Cetuximabe (ug/mL)  Afatinib (nM) Allitinib (nM)
HN13 > 250 >1000 >1000
JHU12 > 250 >1000 >1000
JHU28 > 250 >1000 >1000
JHU13 > 250 472,6 £ 10,6 388,9+15,4
FADU > 250 774,4 + 11,7 384,0+19,0
SCC25 216,8 15,4 224,7 £18,4 207,2+£11,6
SCC4 > 250 115,3+9,5 217,6 £16,1
HCB289 > 250 >1000 845,3+£11,5
A431 128,0+ 2,64 156,9+17,3 121,3+3,2

nM: nanomolar, ug: micrograma; mL: mililitro.

A linhagem celular utilizada como controle de sensibilidade A431, apresentou os

menores valores de ICsg para ambas as drogas testadas (Tabela 14). Apenas a linhagem
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celular SCC25 apresentou sensibilidade ao cetuximabe com ICso de 216,85 +15,4 ug/mL e as
demais linhagens apresentaram valores de ICso acima do proposto no estudo (>250 ug/mL).
N3do foi possivel estabelecer valores de ICso para a linhagem primaria recém-estabelecida
pelo nosso grupo, que demonstrou um fendtipo resistente ao cetuximabe (Tabela 14 e
Figura 23A).

O tratamento com afatinib evidenciou baixos valores de ICso para a linhagem celular
SCC4 (115,32 £ 9,5 nM) e SCC25 (224,70 + 18,4 nM). Entretanto, o ICso calculado para a
linhagem primdria HCB289 foi maior que 1000 nM. O mesmo fendtipo resistente foi
detectado para as linhagens celulares HN13, JHU28 e JHU12 (Tabela 14 e Figura 23B). O
tratamento com allitinib apresentou valores ainda menores de ICsg para a linhagem JHU13
(388,94 + 15,4 nM), Fadu (384,07 + 19,0 nM) e SCC25 (207,29 + 11,6 nM). O tratamento com
allitinib foi mais eficiente na linhagem primaria HCB289 exibindo um ICsog de 845,32 + 11,5.
Semelhantemente ao afatinib, ndao foi possivel calcular valores de ICsg para as linhagens
HN13, JHU28 e JHU12 tratadas com afatinib nas concentracdes propostas (Tabela 14 e Figura
230Q).
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Figura 23 - Comparacdo de sensibilidade aos inibidores de EGFR.
Exposicdo em concentragOes crescentes de inibidores de EGFR. (A), allitinib (B) and afatinib (C).

Classificacdo de Gl para cetuximabe (D) na concentragdo de 250 pg/mL; allitinib (E) and afatinib (D)
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na concentragdo de 1000 nM. Altamente sensiveis (barras verdes); moderada sensibilidade (barras

laranja) e resistentes (barras vermelho).

Foi utilizada a classificagdo de Gl, a qual classifica as linhagens celulares em um
fendtipo de altamente sensiveis (GI>60%), média sensibilidade (Gl 40 — 60%) e resistentes
(GI<40%). Com base nesta classificagdo, a exposicdo ao cetuximabe classificou apenas a
linhagem SCC25 como altamente sensivel (AS), SCC4 e Fadu com moderada sensibilidade
(MS) e as demais foram resistentes a esta terapia (R) (Figura 23D). Entretanto, as linhagens
JHU13 e SCC5 foram classificadas com altamente sensiveis (AS), Fadu e SCC4 moderada (MS)
e as quatro restantes como resistentes (R) para o inibidor afatinib (Figura 23E).
Relativamente ao inibidor allitinib, 3 linhagens celulares apresentaram um perfil altamente
sensivel (SCC4, SCC25 e JHU13), 2 com moderada sensibilidade (FaDu e HCB289) e 3
resistentes (HN13, JHU12 e JHU28) (Figura 23F).

5.2.3 Efeito do cetuximabe, afatinib e allitinib na ativacdo de EGFR e nas vias

intracelulares.

A eficiéncia da terapia alvo foi avaliada de acordo com a capacidade de modular
(inibir ou ativar) proteinas efetoras da sinalizacdo mediada por EGFR. A imuno detecc¢do por
western blot foi realizada a partir do lisado das linhagens SCC25 (sensivel) HN13 (resistente)
apos a incubacdo com as doses de 50 e 100 ug/mL de cetuximabe e 10 e 100 nM de afatinib

ou allitinib (Figura 25).
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Figura 24 - Modulagdo e inibigdo das vias intracelulares.
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Western blotting de lisados celulares: SCC25 (sensivel); HN13 (resistente) expostas aos diferentes
inibidores por 2 horas. CTX — cetuximabe (50 e 100 pg/mL); AFA - afatinib e AST — allitinib (0,01 e 0,1
pUM) e CTR — controle (DMSO).

Para determinar o efeito dos inibidores de EGFR nas vias intracelulares, foram
utilizados a linhagem sensivel SCC25 e resistente HN13 (Figura 24). A linhagem SCC25 exibiu
uma reducao total do alvo EGFR quando exposta aos dois inibidores irreversiveis afatinib e
allitinib. Nesta linhagem, foi observada reducdo dos niveis de fosforilacdo de ERK e AKT, para
todos os inibidores testados. Entretanto a reducao total da fosforilacdo foi detectada apenas
quando exposta aos inibidores irreversiveis afatinib e allitinib nas concentracdes de 0.1 de 1
UM (Figura 24).

De forma oposta, ao analisar a linhagem resistente HN13, ndo se observou reducdo
total do alvo EGFR em nenhum dos inibidores utilizados. Além disso, observou-se a reducao
total dos niveis de fosforilacido de ERK apds a exposicdo a cetuximabe e afatinib.
Curiosamente os niveis de fosforilagdo de AKT mantiveram-se permanentes em todos os
tratamentos (Figura 24). Os resultados encontrados geraram a hipdtese de que a modulagdo
da resposta a terapias anti-EGFR pode estar relacionada com capacidade de inibir vias

intracelulares como a via AKT.

5.2.4. Inibicao farmacoldgica da via do AKT

Os resultados anteriores, sugerem a persistente ativacdao da fosforilacdo de AKT em
linhagens resistentes as terapias anti-EGFR e, para confirmar estes achados, foi realizado um
experimento de combinacdo com inibidores de vias intracelulares.

Para este fim, foi realizada a combinacdo das terapias anti-EGFR (cetuximabe, afatinib
e allitinib) com os inibidores de AKT (MK2206) e mTOR (everolimus). As linhagens SCC25
(sensivel) e HN13 (resistente) foram expostas as combinacdes, para avaliar as alteragGes no
padrdo de viabilidade celular de cada combinacdo (Figura 25A e B).

A combinacdo nao revelou diferenca na viabilidade celular da linhagem SCC25.
Entretanto, na linhagem resistente HN13, foi detectada uma detectamos uma reducdo

significativa da viabilidade celular, apenas combinando o MK2206 com os inibidores
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irreversiveis afatinib e allitinib (Figura 25A). Inesperadamente foi detectado um aumento da
viabilidade celular da linhagem SCC25, quando os inibidores de EGFR foram combinados com
inibidor de mTOR. Nenhum efeito similar foi observado na linhagem HN13, exposta ao
inibidor de mTOR. Desta forma, ndo encontramos reducdo da viabilidade entre as

combinagbes com everolimus (Figura 25A e B).
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Figura 25 - Viabilidade celular das combina¢des com inibidores intracelulares.

(A) linhagem celular SCC25 (sensivel) e (B) linhagem celular HN13 (resistente) foram expostas ao
cetuximabe (250 pg/mL) ou afatinib e allitinib (2.5 uM) por 72 horas. CTR: controle; AFA: afatinib;
AST: allitinib, MK: MK2206 e EVO: everolimus.

Adicionalmente, o potencial de inibicdo das vias intracelulares foi investigado, através
de Western blotting (Figura 26). A combinacdo dos inibidores de EGFR com o inibidor
MK2206 inibiu totalmente a forma fosforilada de AKT na linhagem SCC25. Entretanto a
reducdo total da fosforilacdo de AKT, na linhagem resistente HN13, somente foi detectada
em combinacdo com os inibidores irreversiveis afatinib e allitinib, embora tenha diminuido
nas combinacdes com cetuximabe (Figura 26B). Também se observou que a combinacdo
com everolimus ndo alterou o padrao fosforilagdo de AKT em nenhuma das linhagens (Figura
26A e B).

Interessantemente, a exposicdo de MK2206 e everolimus nao foi capaz de reduzir

totalmente os niveis de AKT fosforilado na linhagem HN13 (Figura 26B).
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Figura 26 - Anti-EGFR combinado as terapias intracelulares, allitinib e afatinib.
Analise do perfil de total e fosforilado de EGFR, ERK e AKT na linhagem SCC25 (A) e HN13 (B). As
linhagens foram expostas ao inibidor MK2206 (MK) e everolimus (EVE) na concentracdo de 2,5 uM.

CRT: controle; CTX: cetuximabe; AFA: afatinib; AST: allitinib.

5.2.5 Osilenciamento do gene AKT1 aumenta a citotoxicidade aos inibidores irreversiveis

Para validar o papel do AKT na respostas aos inibidores de EGFR, a linhagem
comercial HN13 e a primdria HCB289 foram utilizadas. Experimentos prévios de controle e
padronizacao da transfeccao foram realizados para determinar a quantidade necessaria de
agente de transfeccdo (Lipofectamina) capaz de transfectar 90% das células (Figura 27). Esta
abordagem foi realizada para evitar interacdes inespecificas no silenciamento e garantir a
eficiéncia do método. Foram usados uma combinacdo de 3 diferentes doses de cada duplex (
0,1; 1 e 10 nM) e 3 doses de lipofectamina (Figura 27). Com esta padronizacdo,
consideramos a dose de 1 plL de lipofectamina e a concentracdo de 10 nM como eficientes

para prosseguir os experimentos.
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Figura 27 - Padronizag¢do dos siRNA AKT1 na linhagem celular HN13.

A- Dose de 0,5 pL; B- 1 pL e C- 1,5 pL por 9,6 cm? de superficie, correspondente a uma placa de 6
POGOS.

As células foram transfectadas transientemente com siRNA contra a isoforma AKT1 e
expostas aos inibidores cetuximabe (250 pg/mL), afatinib e allitinib (1000 nM) (Figura 28).
Foi observada uma reducdo significativa da porcentagem de células vidveis tratadas apenas
com os inibidores irreversiveis afatinib e allitinib (p<0.005). Nenhuma alteragao na
viabilidade foi detectada quando as células foram tratadas com o anticorpo cetuximabe. Esta

evidéncia corrobora os resultados obtidos com o inibidor de AKT (MK2206) (Figura 28B e D).
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Figura 28 - Validagdo do silenciamento de AKT1 e teste de viabilidade (MTS).
Western blotting contra AKT1 (A e C). As linhagens HN13 (B) e HCB289 (D) com AKT1 silenciado,
foram expostas aos inibidores de EGFR cetuximabe (250 pg/mL) e afatinib ou allitinib (1000 nM) por

72 horas. siRNA-IR: duplex de silenciamento irrelevante e siRNA: duplex de silenciamento de AKT1.
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Para avaliar as alteracGes citotdxicas dos agentes anti-EGFR diante do silenciamento
da isoforma AKT1 nas linhagens HN13 e HCB289, foi conduzido um ensaio triplo capaz de
mensurar a viabilidade, citotocicidade e a presenca de caspase 3 e 7 clivada. Como
esperado, o tratamento com cetuximabe nao alterou nenhum dos parametros testados
(Figura 29A e B). Entretanto, os inibidores afatinib e allitinib diminuiram significativamente a
viabilidade celular e aumentaram a citotoxicidade em ambas as linhagens celulares com
AKT1 silenciado (Figura 29A e B). Consequentemente, também foi observado um aumento
de caspase 3/7 clivada em ambas as linhagens expostas aos inibidores irreversiveis (Figura
29A e B). Estes resultados validam o papel chave que o AKT desempenha na resposta as

novas terapias irreversiveis anti-EGFR.
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Figura 29 - Ensaio de viabilidade, citotoxicidade e ativagdo de caspase 3/7.

As linhagens HN13 (A) e HCB289 (B) com AKT1 silenciado foram expostas aos inibidores de EGFR
cetuximabe (250 pg/mL) e afatinib ou allitinib (1000 nM) por 24 horas. siRNA-IR: duplex de
silenciamento irrelevante e siRNA: duplex de silenciamento de AKT1. URF: unidade relativa de

fluorescéncia e URL: unidade relativa de luminescéncia.

5.2.6 Anadlise in silico dos niveis de fosforilagdo dos receptores ErbB, isoformas de AKT e

mTOR em pacientes com CCECP

Para avaliar o impacto clinico dos niveis de fosforilacdo dos membros da familia ErbB,
das isoformas de AKT e mTOR, foram coletados os dados de 279 pacientes portadores de

CCECP disponiveis no TCGA (Figura 30), no qual se destaca que 17% (47/279) pacientes
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possuem uma alta expressdao do receptor EGFR. Outros membros da familia ErbB foram
avaliados, entretanto apresentaram menores niveis de expressdao como 5% (15/279) para
ErbB2 e 3% (8/279) para ErbB4, ambos alvos dos inibidores de nova geracdo como o
allitinib. A expressdo das 3 isoformas de AKT foi investigada, e observou-se que uma maior
expressdo para a isoforma AKT1 que estd presente em 14,7% dos pacientes (41/279). Além
disso, destaca-se baixos niveis de expressdo de mTOR totalizando 6% (16/279) dos

pacientes analisados (Figura 30A).
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Figura 30 - Analise in silico de dados provenientes de 279 pacientes a partir do TCGA.
(A) expressdao de mRNA. Niveis de fosforilacdo obtidos a partir de do TCGA e suas correlagdes com o

tamanho tumoral (B) e invasdo perineural (C) em pacientes portadores de CCECP.

Em seguida, foi encontrada uma correlagdo significativa entre os niveis de
fosforilacdo de EGFR e o tamanho do tumor, em estagios avancados da doenca (T3 — T4)
(p=0,01). Além disso, elevados niveis de fosforilacdo de AKT foram associados ao tamanho
do tumor em estagios avancados (p=0,034) (Figura 30B). Nenhuma associacdo significativa

com o tamanho tumoral foi detectada em relagdo aos niveis de fosforilagdo de mTOR. A
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invasdo perineural foi associada significativamente aos niveis aumentados de fosforilacdo de
AKT (p=0,02). Entretanto, os niveis totais e fosforilados de mTOR foram significativamente

correlacionados com a invasao perineural nestes pacientes (Figura 30C).

53 Citotoxicidade do allitinib em um extenso painel de linhagens celulares tumorais

O efeito citotdxico positivo do allitinib em linhagens de CCECP foi descrito no item
anterior. Diante disso, foi ampliado a investigacdo do potencial citotoxico em outros
tumores sélido. Os resultados apresentados descrevem os principais tipos tumorais sensiveis
ao allitinib, além de reportar as mutag¢des no gene KRAS, como preditoras de resposta a esta

terapia.

5.3.1 Caracterizagdo da sensibilidade, citotoxicidade do inibidor irreversivel allitinib

A linhagem A431 foi utilizada como controle de sensibilidade da agdao do inibidor
allitinib. De forma comparativa, a dose de 50 nM de cetuximabe foi capaz de inibir
totalmente a fosforilagdo de ERK e, além disso, os niveis de fosforilagdo de AKT também
sofreram acdo deste farmaco, sendo totalmente inibida na mesma concentracdo.
Diferentemente do anticorpo monoclonal cetuximabe, o allitinib inibiu totalmente a
fosforilagdo conjunta de todas as proteinas avaliadas (EGFR, ERK e AKT). Este inibidor
desempenha uma potente acdo inibitéria de vias intracelulares que atuam em processos
chave da proliferacdao celular. Em uma concentragdo de 1000 nM deste farmaco notou-se
uma reducdo total da viabilidade celular, que foi utilizada como padrdo de sensibilidade ao

longo deste estudo (Figura 31).
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Figura 31 — Efeito do fdrmaco na viabilidade e via de sinalizag3do.

A- Western blotting do lisado de células A431 expostas a concentraces de 50 e 100 ug/mLe 10 e
100 nM de allitinib. B e C - Ensaio de MTS. As linhagens foram expostas a uma curva de concentracao

de cetuximabe (0 — 250 ug/mL) e allitinib (0 — 2500 nM), por 72 horas.

5.3.2 Citotoxicidade do allitinib no painel de linhagens celulares

Um extenso painel de linhagens celulares, representado por 11 tipos diferente de
tumores, foi exposto a uma curva de concentracdes (100; 200; 400; 600; 800 e 1000 nM) do
inibidor allitinib, totalizando 76 linhagens testadas. Foi utilizado uma dose fixa de 1000 nM
para avaliar a sensibilidade encontrada em cada linhagem através do calculo da inibicdo do

crescimento (100- % de células viaveis).

Tabela 15 - Eficacia do inibidor allitinib e mutacdes genéticas do painel de 76 linhagens

celulares tumorais.

Mutacdes nos genes preditivos de resposta as terapias anti-EGFR

Média + DP
Tumor Célula IC50 média + DP (nM)* (]
Gl1
KRAS EGFR NRAS PIK3CA PTEN BRAF
5637 221,23+9,17 84,4+1,5 AS WT WT WT N.R N.R NR
[y MCR 923,21 +1,45 57,2+25 MS WT WT WT N.R N.R NR
E
HT1376 533,73 +11,07 66,7+1,5 AS WT WT WT N.R N.R NR
T24 >1000 74+15 R WT WT WT N.R N.R NR
MDA-MB 231 710,40 £4,5 54,2+8,6 MS p.G13D WT WT WT WT p.G464V
MDA-MB 468 723,43+4,0 57,3+3,8 MS WT WT WT p.E545A p.L70fs*7 WT
©
£
g BT20 934,62 £6,5 40,0+6,3 MS wT wT wT p.P539R, p.H1047R WT WT
T47-D >1000 41,7+3,3 MS WT WT WT p.H1047R WT WT

continua na préxima pagina...
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MCF7 >1000 47,4437 MS  p.G12R wr wr p.E542K wT Wt
AS578T >1000 29,0£1,0 R wT wr wr wT N.R wT
Caski 24,01+2,41 98,4+ 0,43 AS wT wT wT p.E545K wT wT

8 C33A 101,13 + 9,87 75,5+ 1,9 AS wT wr wr p.R88Q p.R130%, p.R233* wT

:

S Hela >1000 3,717 R wT wr wr wT wT wT
SiHa >1000 9,7+4,6 R wT wr wr wT wT wT
Lovo 100,98 +9,9 70,5+ 6,3 AS p.G13D wr wr wT wT p.G70G
CACO-2 488,54+ 13,3 52,9+2,3 MS wT wr wr wT wT NR
SK-CO10 906,00 + 4,4 54,4+3,7 MS  p.G13D wr wr N.R N.R NR

s SW480 >1000 37,7£2,0 R p.G12V wr wr N.R N.R wT

8
co115 >1000 445+6,3 MS wT wr wr wT wT p.V600E
SW620 >1000 7,4%2,0 R p.G12v wr wr wT wT wT
DLD1 >1000 40165 R p.G13D wr wr N.R N.R NR
HCT15 >1000 9,1£3,6 R p.G13D wr wr p.E545K, p.D549N wr wT
Kyse 30 386,97 3,5 83,0+ 85 AS wT wt wt WT N.R NR

& Kyse70 418,21+2,7 67,7+ 1,8 AS wT wr wr wT wT NR

@

« Kyse 270 469,67 + 14,5 65,0 +21 AS wT wr wr WT wT NR
Kyse 410 472,58+ 7,4 65,0 +3,0 AS p.G12C wr wr wT wT NR
Res259 335,89+4,8 70,2+ 6,3 AS wT wr wr N.R N.R NR
SF188 419,44+7,38 75,7£5,6 AS wT wr wr N.R wT NR
GAMG 763,38 9,16 51,0 £ 7,5 MS wT wr wr wT wT NR
SNB19 864,95+ 12,3 55,7 + 4,7 Ms wT wr wr wT p.E242fs*15 wT
uwa479 931,02+3,7 48,7+3,7 MS wT wr wr N.R N.R NR

g SW1088 963,66 + 11,9 59,4 + 4,1 MS wT wr wr wT p.R55fs*1 NR

S

© SW1783 983,25 + 6,18 50,4 £ 6,0 Ms wT wr wr wT p.R233* NR
Res186 >1000 20,7+8,2 R wT wr wr N.R N.R NR
U251 >1000 84 * 6,0 R wT wr wr wT p.E242fs*15 NR
U87MG >1000 1,0+3,2 R wT wr wr wT p.V54fs*29 NR
U373 >1000 40+ 1,7 R wT wr wr N.R p.E242fs*15 wT
KNS42 >1000 13,5+4,0 R wT wr wr N.R N.R NR
SCC-25 207,29 11,6 75,0£5,1 AS wT wT wT Wt wT NR
SCC-4 217,68+ 16,1 88,4+ 1,1 AS wT wT wT Wt wT NR

S

S FADU 384,07 19,0 60,7+ 4,9 AS wT wT wT WT wT NR

g

iz JHU13 388,94 + 15,4 70,0+ 5,2 AS wT wT wT Wt wT NR

S

f:, JHU28 >1000 13,7+1,1 R p.G12S wT wT Wt wT NR
JHU12 >1000 17,7+ 6,1 R wT wT wT WT wT NR
HN13 >1000 28,0 + 5,2 R wT p.H773Y wT Wt wT NR
NCI-H1975 215,01 +12,51 81,9+1,54 AS wT L858R+T790M wr p.G118D NR wT
NCI-H827 310,00 £ 0,70 89,9+0,79 AS wT del 19 wr wT wT wT

8 PCO 290,00 + 0,03 86,6+ 0,38 AS wT del 19 wr wT wT wT

§ SK-MES-1 960,13 + 10,45 40,0+3,5 MS wT wr wr wT wT NR
H292 732,02 2,41 70,3+ 1,56 AS wT wr wr wT wT NR

wr NR

LUDLU-1 737,5 £1,26 84,0 +4,35 AS wT wr wT wT

continua na préxima pagina...
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COR-L105 980,21 +0,16 77,3+1,15 AS WT WT WT WT WT NR
NCI-H2228 958,00 +0,23 70,5+2,12 AS WT WT WT WT WT NR
SK-LU-1 <1000 33,7+4,1 R p.G12D WT WT N.R N.R NR
A549 >1000 9,7+6,8 R p.G12S WT WT WT WT NR
COR-L23 >1000 20,0+2,56 R p.G12v WT WT WT WT NR
NCI-H322 >1000 38,3+3,05 R WT WT WT WT WT NR
NCI-H358 >1000 56,6 + 4,50 MS p.G12C WT WT WT WT NR
NCI-H727 >1000 33,3+3,78 R p.G12V WT WT WT WT NR
Calu-3 >1000 45,1+2,81 MS WT WT WT WT WT NR
WM9 105,35+ 10,8 69,4 +3,4 AS WT WT WT N.R N.R NR
A375 488,46 £9,9 67,7 £3,5 AS WT WT WT N.R N.R p.V600E
WM852 551,48 +14,3 69,5 + 6,5 AS WT WT p-Q61R WT N.R NR

g WM793 583,37 £8,5 68,9 + 8,0 AS WT WT WT WT N.R p-V600E

f_gv WM1617 649,07 £6,8 69,2 +£4,9 AS WT WT WT N.R N.R NR

-
Colo858 902,48 + 6,6 47,5 £2,1 MS WT WT p-Q61H N.R N.R NR
Colo679 >1000 34,7 £ 4,1 R WT WT WT WT WT p-V600E
SK-MEL37 >1000 14,9 £ 9,3 R WT WT WT WT WT p.V600E
GRM >1000 10,4 + 6,0 R p-G12R WT WT N.R N.R WT
BXPC-3 164,08 £9,2 89,0£3,6 AS WT WT WT WT WT p.V487_P492>A

§ PSN1 >1000 24,0+3,4 R p.G12R WT N.R N.R N.R NR

2

«

e PANC1 >1000 34,4+1,5 R p.G12D WT N.R N.R N.R NR
MiaPaCa2 >1000 20,0+6,0 R p.G12C WT WT WT WT WT

o PNT2 754,45 £ 6,5 53,0+£4,8 MS WT WT WT N.R N.R NR

S

g LNCap >1000 36,5+2,8 R p.G12V Wt Wt N.R p.K6fs*4 NR

a
PC3 >1000 32,2+7,2 R WT Wt Wt N.R N.R NR

*Média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes feitos em triplicata. 'Classificacdo de
sensibilidade determinada pelos valores da inibicdo do crescimento (Gl) na dose de 1000 nM é
definida como: AS - altamente sensiveis com GI>60%; MS - moderada sensibilidade Gl 40-60% e R -
resistentes GI<40%; NR: mutagdes nao reportadas; Caracteres em negrito representam as mutagoes
pesquisadas neste estudo; Caracteres normais mutagdes descritas sob consulta ao banco de dados

RCGDB- The Roche Cancer Genome Database Mutations.

No total, 76 linhagens celulares de 11 tipos tumorais distintos foram avaliadas
quando a sensibilidade ao inibidor allitinib. Identificamos intervalos de valores de ICsq na
ordem de nanomolares que variaram de 24,01 + 2,41 nM a 983,25 £ 6,18 nM. Nesta
abordagem 44 linhagens celulares tumorais apresentaram [Cso abaixo de 1000 nM.
Entretanto, em 32 linhagens ndo foi possivel detectar valores estimados de ICsy, pois a
maxima concentracdo avaliada ndo foi capaz de reduzir 50% da viabilidade celular (Tabela

15).
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De forma descritiva no painel de linhagens tumorais de bexiga, foi observado valores
minimos de ICsp na ordem de 221,23 + 9,17 nM para a linhagem 5637, valores
intermediarios de 532,41 + 9,87 e 533,73 + 11,07 nM para as linhagens MCR e HT1376
respectivamente e um valor acima de 1000 nM para a linhagem T24 (Tabela 15).

As linhagens tumorais de cabeca e pescoco avaliadas neste estudo apresentaram um
perfil heterogéneo de resposta ao allitinib, apresentando intervalo de valores de ICsg entre
207,29 £ 11,6 nM a 388,94 £ 15,4 nM para as linhagem SCC25 e JHU13 respectivamente. As
linhagens HN13, JHU28 e JHU12 apresentaram um fendtipo resistente ao allitinib, com
valores superiores a 1000 nM. Entre as linhagens tumorais de cervicais avaliadas
encontramos valores de ICso apenas para duas linhagens celulares Caski (24,01 + 2,41 nM) e
C33A (101,13 + 9,87 nM). O painel de linhagens tumorais de Cdélon foi composto por 8
linhagens, em apenas 3 delas foi possivel detectar valores de ICsq que se encontram entre o
intervalo de 100,98 £+ 9,9 a 906,00 + 4,40 nM. As demais linhagens celulares apresentam
valores acima de 1000 nM (Tabela 15). As linhagens tumorais de es6fago apresentam valores

similares de ICsg que variaram entre o intervalo de 386,97 £ 3,523 472,58 £ 7,4 nM.
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Figura 32 - Classificacdo de Gl de 76 linhagens celulares tumorais expostas ao allitinib.

Barras representam a viabilidade celular na concentragdo de 1000 nM do inibidor. Barras verdes (AS -

alta sensibilidade); laranja (MS — moderada sensibilidade) e vermelho (R — resistentes).

As linhagens celulares de glioma foram amplamente representados por um painel
contendo 12 diferentes tipos de linhagens tumorais. Os resultados mostraram um intervalo
de valores de ICsg entre 335,89 + 4,8 3 983,25 + 6,18 nM. Entretanto para este tipo tumoral 4

linhagens (U251, U87MG, U373 e KNS52) apresentaram valores acima de 1000 nM. A
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avaliacdo do potencial citotéxico do allitinib no painel de linhagens tumorais de mama,
revelou valores de ICsq entre o intervalo de 710,40 £ 4,5 e 934,62 + 6,5 para as linhagens
MDA231, MDA468 e BT20. Foi detectado valores de ICso acima de 1000 nM para as linhagens
tumorais de mama T47-D, MCF7 e HS578T (Tabela 15). Entre as linhagens de melanoma
avaliadas, foi detectado valores de IC5g entre 105,35 + 10,8 3 902,48 £+ 6,6 nM em 6 das 9
linhagens testadas neste estudo. No amplo painel de linhagens tumorais de pulmao
testadas, foi detectado valores de ICsq entre o intervalo de 215,01 +12,51 a 980,21 + 0,16
nM, sendo que 7 das 15 linhagens testadas apresentaram valores maiores que 1000 nM.
Apenas uma das 4 linhagens tumorais de pancreas (BXPC-3) apresentou valor de ICso menor
de 1000 nM (164,08 + 9,2 nM), foi destacado o mesmo perfil nas linhagens de prostata

avaliadas onde apenas a linhagem PNT2 apresentou um valor de ICsg de 754,45 + 6,5 nM.

Tabela 16 - Classificacdo do Gl no painel de linhagens tumorais expostas

ao allitinib.
Sensibilidade

Alta Moderada
Tipo tumoral N sensibilidade sensibilidade Resistente

(AS) (Ms) (R)

N (%) N (%) N(%)
Bexiga 4 2 (50,0) 1(25,0) 1 (25,0)
Cabeca e Pescoco 7 4(57,1) 0(0,0) 3(42,9)
Cervical 4 4 (100,0) 0(0,0) 2 (50,0)
Colon 8 1(12,5) 3(37,5) 4 (50,0)
Es6fago 4 2 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Glioma 12 2 (16,7) 5(41,7) 5(41,7)
Mama 6 0 (0,0) 5 (83,3) 1(16,7)
Melanoma 9 5 (55,6) 1(11,1) 3(33,3)
Pancreas 4 1(25,0) 0(0,0) 3(75,0)
Pulmao 15 7 (46,6) 3(20,0) 5(33,3)
Prostata 3 0(0,0) 1(33,3) 2 (66,7)
Total 76 28 (36,8) 19 (25,0) 29 (38,1)

N: nimero de linhagens celulares avaliadas

Classificadas quanto a sensibilidade pelo calculo de Gl, as linhagens celulares
tumorais apresentaram 38.1 % (29/76) fendtipo resistente (R), 25.0 % (19/76) possuem o

fendtipo de moderada sensibilidade (MS) e 36.8 % (28/76) foram classificadas com alta
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sensibilidade (AS) ao allitinib. Quando agrupamos os grupos sensiveis (AS e MS),
constatamos que 61.84 % (47/76) apresentaram uma resposta sensivel ao allitinib (Tabela
16) (Figura 32).

Analisando particularmente cada tipo tumoral, foi observado alta sensibilidade (AS)
nas linhagens tumorais de eso6fago 100% (4/4), cabeca e pescoco 57,1% (4/7), melanoma
55,6% (5/9), cervical 50,0 % (2/4), bexiga 50,0 % (2/4) e pulmao 47% (7/15). A classificagdo
do Gl também revelou uma moderada sensibilidade (MS) nas linhagens tumorais de mama

83,3% (5/6) (Tabela 16).

5.3.3 Caracterizagao das mutagoes nos genes preditivos de resposta a inibidores de EGFR

Foi realizado, analise das mutacdes nos principais genes envolvidos na resisténcia
primaria de tumores sdélidos aos inibidores de EGFR. Apenas 4 mutac¢des no gene EGFR, nas
linhagens celulares HN13 (p.H773Y), H1975 (L858R+T790M), PC9 e NCI-H827 (del 19) (Tabela
17).

Foram analisadas 52 linhagens celulares quanto a presenca de mutag¢des no gene
PIK3CA, encontramos 44 linhagens selvagens e 8 mutantes, sendo que 87,5% (7/8) das
mutagdes estdo presentes em linhagens com fendtipo sensivel e 12.5% (1/8) pertencem a
linhagens com fendtipo resistente ao allitinib, embora nenhuma correlagao estatistica
quanto a resposta foi detectada (p=0.448).

As mutacdes nos exons de 1 a 9 do gene PTEN foram avaliadas em 39 linhagens
celulares. Foram encontradas 9 linhagens mutadas sendo que 55,6 % (5/9) apresentaram
fendtipo sensivel e 44,4% (4/9) possuem fendtipo resistente ao allitinib. Na analise de
correlagdes ndao encontramos nenhuma relacgao significativa entre as mutacdes neste gene e
a resposta ao inibidor em estudo (p=0.674) (Tabela 17).

Tabela 17 - Correlacdo entre as mutacdes nos genes preditivos e a
resposta ao allitinib.

Gene N Grupo sensivel Grupo resistente
LT AS+MS (%) R (%)
KRAS
wWT 55 39 (70.9) 16 (29.1) 0.001
Mutante 20 6 (30) 14 (70)

NRAS
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WT 73 43 (58.9) 30(41.1) 0.218
Mutante 2 2 (100) 0(0)

EGFR
WT 72 43 (59.7) 29 (40.3) 0.543
Mutante 4 3(75) 1(25)

PIK3CA
wWT 44 27 (61.4) 17 (38.6) 0.448
Mutante 8 7 (87.5) 1(12.5)

PTEN
WT 30 19 (63.3) 11 (36.7) 0.674
Mutante 9 5 (55.6) 4 (44.4)

BRAF
WT 25 9 (36) 16 (64) 0.095
Mutante 7 5(71.4) 2 (28.6)

N: nimero de linhagens celulares avaliadas; WT: selvagem; p: valor de person x2;

Ao analisar as mutac¢des nos cédons 12, 13 e 61, dos genes KRAS e NRAS, foi
encontrado apenas duas mutacbes no gene NRAS e 20 mutacdes no gene KRAS. As
mutagbes encontrada foram correlacionadas com a resposta ao allitinib, e observado uma
significativa relagdo, na qual 70 % (14/20) das células mutadas apresentavam fendtipo
resistente a este inibidor (p=0,001). Nenhuma correlacao foi detectada quando comparada a

presenca de outras mutacdes nos genes analisados neste estudo (Tabela 17).

5.3.4 Transfecgao estavel da linhagem H292 mutante para KRAS (pG12D e pG12S)

Para validar os achados anteriores da associacdo de mutacdes de KRAS com a
resisténcia ao allitinib, foi transfectado uma linhagem sensivel e KRAS selvagem (H292) com
as principais mutacdes identificadas nas nossas linhagens. Os plasmideos
pEGFP.C1.KRAS_wt; pEGFP.C1.KRAS_G12D e pEGFP.C1.KRAS_G12S foram transformados por
alteracdo térmica em Escherichia coli DH5a (New England Biolabs) e semeados em meio LB-
agar (Canamicina). O DNA plasmidial foi purificado com kit Maxiprep de acordo com as
instrucdes do fabricante. Tratando-se de plasmideos adquiridos comercialmente, a etapa de
validacdo dos clones foi feita por analise de eletroforese de fragmentos digeridos com a

enzima de restricdo Ncol (New England Biolabs) (Figura 33A e B).
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Figura 33 - Validacao da transfec¢do da linhagem H292.
(A) simulacdo de eletroforese com o programa Vector NTI (Thermo Scientific); (B) eletroforese do
perfil de restricdo com a enzima Ncol. Setas indicam os clones selecionados para as futuras

transfeccoes.

O material genético foi quantificado e obtido as seguintes concentracdes: 1813,5
ng/uL do plasmideo pEGFP.C1.KRAS_wt; 1768,3 ng/uL do plasmideo pEGFP.C1.KRAS_G12D
e 444,5 ng/uL do plasmideo pEGFP.C1.KRAS_G12S.

Para avaliar o papel das mutagcdes no gene KRAS (pG12D e pG12S), a linhagem H292
foi transfectada como os seus respectivos plasmideos como descrito na secdo de métodos. A
primeira valida¢do, quanto a eficiéncia das transfec¢des, foi realizada pela observagao da
fluorescéncia adquirida apds transfeccdo, através da producdo da proteina verde
fluorescente (EGFP) (Figura 34), na qual observou-se que, apds 72 horas aproximadamente
80% das células de cada campo analisado possuia células que expressavam a proteina GFP.
Cada linhagem celular foi enriquecida, através de selecdo por citometria de fluxo (BD FACS

Aria ll) e selecionada com neomicina (250 ug/mL).

H292 — KRAS- selvagem H292 - KRAS-G12D H292 — KRAS-G12S

Figura 34 - Deteccdo de intensidade da fluorescéncia da linhagem H292 transfectada.



73

Em seguida, o DNA de cada linhagem celular transfectada foi extraido, por método de
trizol cloroférmio. Para confirmar a presenca das mutagdes inseridas, foi realizado o
sequenciamento direto. Como observado na Figura 35, as mutag¢des propostas no estudo
foram detectadas, comprovando a criagao das linhagens celulares contendo as variantes

KRAS_wt, KRAS_G12D e KRAS_G12S, originadas a partir da linhagem H292.

| | |
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\ \ | |
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H292-WT H292-G12D H292-G12S

Figura 35 - Eletroferograma do sequenciamento de KRAS das transfectadas.

5.3.5 MutagGes em KRAS como preditoras da resposta ao allitinib

Apds a transfeccdo das mutagdes de interesse do gene KRAS, as linhagens foram
expostas novamente a concentracdes incrementais do inibidor allitinib, para determinacao
das diferengas no IC50. Como esperado, os resultados mostraram um aumento do IC50 de
aproximadamente seis vezes (6,56 + 0,23 uM) para linhagem H292-KRAS-G12D e oito vezes
para a linhagem H292-KRAS-G12S (8,47 + 0,15 uM) em comparacdao com a linhagem
transfectada com o plasmideo selvagem (0.95 + 0.17 uM) (Figura 36A). Utilizando um ensaio
fluorescente ndo metabdlico, foi observado uma diminuicdo significativa na viabilidade da
linhagem portadora de KRAS selvagem para ambas as concentragées testadas (1 uM e 6 uM)
comparada com as linhagens portadoras das mutacdes p.G12D e p.G12S (p= 0,03 e p=
0,003). O potencial citotéxico das linhagens, avaliados pela integridade da membrana
celular, revelou uma diminuicdo significativa da citotoxicidade do allitinib nas linhagens KRAS
mutante (p=0,005 e p=0,006), respectivamente, quando comparadas com a linhagem KRAS

selvagem nas doses de 1 e 6 uM do allitinib (Figura 36B e C).
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Figura 36 - AlteragGes de viabilidade e citotoxicidade das linhagens H292 transfectadas.

(A) Ambas as linhagens foram expostas a uma curva incremental do allitinib (0 — 2500 uM) para

deteccdo do ICs,. (B e C) Viabilidade e citotoxicidade acessada por fluorescéncia. CTR: controle; AST:

allitinib.
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6 DISCUSSAO

Esta secdo foi dividida em 3 etapas correspondentes aos resultados apresentados no
item anterior:
1) Identificagdo in vitro dos mecanismos de resisténcia adquirida ao cetuximab em um
modelo de linhagem de CCECP;
2) Potencial citotdxico dos inibidores irreversiveis afatinib e allitinib em linhagens de CCECP
3) Avaliacdo do efeito antineopladsico do inibidor allitinib em tumores sélidos: KRAS como

biomarcador preditivo de resposta.

6.1 Identificagdo in vitro dos mecanismos de resisténcia adquirida ao cetuximabe em

um modelo de linhagem de CCECP

Utilizamos um modelo in vitro para criar uma linhagem celular resistente ao
cetuximabe. As linhagens A431 (controle) e Fadu foram expostas a concentracdes
incrementais do cetuximabe por um longo tempo, até apresentarem um fendtipo de
resisténcia a este quimioterdpico. A utilizacdo deste modelo de resisténcia adquirida
representa uma ferramenta de sucesso para compreensao dos mecanismos envolvidos na
resisténcia secunddria a alguns farmacos, entretanto, poucos trabalhos utilizaram linhagens
tumorais de CCECP. Benavente e colaboradores foram dos primeiros pesquisadores a
demonstrarem a eficiéncia de um modelo de resisténcia incremental ao cetuximabe em uma
linhagem de CCECP. Neste estudo, a linhagem tumoral SCC-1, foi exposta por 12 meses em
concentragdes incrementais dos inibidores de EGFR, cetuximabe, gefitinib e erlotinib™®. O
modelo descrito foi semelhante ao adotado em nosso estudo, no qual as linhagens A431 e

Fadu ficaram expostas por aproximadamente 7 meses.

A validacdo do nosso modelo de resisténcia foi realizado através do monitoramento
dos valores de ICso de cada linhagem celular gerada ao longo do tempo. A linhagem A431
apresentava um ICso de aproximadamente 130 ug/mL chegando a valores indetectédveis. O
mesmo foi observado na linhagem Fadu, que possui um ICsg inicial de aproximadamente 290
ug/mL atingindo valores indetectaveis para os clones resistentes. Em seguida foi destacado

uma ineficiéncia total da inibicao da fosforilagdo de EGFR pelo cetuximabe nos clones
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resistentes de ambas as linhagens. Esta mesma incapacidade foi detectada na linhagem SCC-
1 (resistente ao cetuximabe) criada por Benvente e colaboradores, entretanto niveis basais

de fosforilagdo ainda permaneceram detectaveis por Western blotting *2%.

Recentemente
um modelo de resisténcia ao cetuximabe foi proposto por Boeckx e colaboradores, no qual
eles utilizaram as linhagens tumorais SC263, LICR-HN2 e LICR-HN5 que foram expostas a

concentragdes incrementais de cetuximabe, por até 15 dias™®’.

Além da caracterizacdo das alteracdes morfoldgicas provenientes da exposicdo ao
cetuximabe, foram conduzidos ensaios ndo metabdlicos fluorescentes, para avaliar a
viabilidade e citotoxicidade dos clones resistentes. Nesta abordagem o padrdo de
sensibilidade da linhagem A431-C5 (clone 5) e Fadu-C10 (clone 10) e seus respectivos
controles (parentais) foram classificados. Alguns estudos utilizam abordagens experimentais
alternativas para avaliar a citotoxicidade do cetuximabe em modelos de resisténcia, como
ensaio de formacdo de coldnia, contagem direta de células, apoptose (anexina/Pl) ou até

mesmo modelos xenograficos% 2% 128

Todas estas abordagens representam uma
estratégia complementar para validar a eficiéncia do modelo de resisténcia ao cetuximabe.
Foi monitorado por Western blotting a fosforilacdo das vias intracelulares ERK e AKT
medidas pela ativacdo de EGFR. Os clones resistentes ao cetuximabe, na linhagem A431,
apresentam um aumento da fosforilacio de EKR e diminuicdo da fosforilacdo de AKT.
Diferentemente na linhagem tumoral Fadu-C10, na qual foi encontrado uma redugao de ERK
e aumento da fosforilacdo de AKT. Alguns estudos demonstraram o aumento da fosforilacao

128, 130 " Algm das vias

de AKT em linhagens celulares de CCECP resistente ao cetuximabe
reportadas em nosso estudo, a fosforilacdo de STAT3 e outros membros da familia ErbB ja
foram fenétipos associados a modelos de resisténcia ao cetuximabe em linhagens de
CCECP™,

Apds a confirmacdo das alteracdes nas vias intracelulares, foi conduzido uma analise
preliminar do exoma completo da linhagem celular Fadu-C10 comparada com a linhagem
parental Fadu. Foram identificadas 18 variantes genéticas significativas na linhagem
resistente, entre elas 10 possuem potencial biolégico importante: HSPG2, PDE4DIP, AFF3,
COL3A1, UGT2B4, HLA-DRB1, STAB2, OAS3, MINK1 e FERMT1. Os genes identificados nesta

analise nao foram descritos em modelo de resisténcia em linhagens de CCECP.
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O gene HSPG2, também conhecido como percalano, é um constituinte da matriz

131 Estudos

extracelular, conjuntamente com outras moléculas como fibronectina e laminina
indicam um aumento da expressao de percalano em displasias epiteliais e carcinomas orais.
Neste ultimo caso, o percalano é extensivamente depositado no citoplasma e no espago
intra-epitelial, entretanto, nos tumores de CCECP, localiza-se preferencialmente no

2o gue resulta na redugdao da coesao celular™?. N3o existem evidéncias da

estroma®?
associacdo direta do percalano na resposta ao cetuximabe em tumores de CCECP,
entretanto, ensaios in vivo evidenciam uma diminuicdo da expressao do percalano associada
a uma positiva resposta ao cetuximabe'®. O gene PDE4DIP, codifica a proteina chamada
miomegalina, com localizacdo preferencial no complexo de golgi. Esta proteina desempenha
um papel na transdugdo de sinais nestas organelas, sendo que seus dominios de
oligomerizagdao sao capazes de ativar o receptor do fator de crescimento derivado de
plaquetas-B (PDGFRB)™*. O gene AFF3 codifica um fator de transcricio com o nome de LAF4
preferencialmente expresso em tecidos linfoides e, recentemente, foi associado a regulacdo
da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina em carcinomas adrenocorticais*®*. Conjuntamente
com miomegalina ndo encontramos nenhuma evidéncia cientifica de alteracdes deste gene
em pacientes com CCECP.

Em nosso estudo, foi detectado uma muta¢ao com efeito moderado do gene COL3A1,
gue codifica uma proteina colagena do tipo lll, responsavel pela remodelacdo extracelular,

sendo expressa em varios tecidos como pele, vasos sanguineos e placenta136

. Em pacientes
com CCECP as taxas de degradacdo do colageno tipo Ill estdo associadas a sobrevida destes
pacientesm. A analise do TCGA reporta uma superexpressao em 4% dos pacientes e um
aumento do numero de cdpias deste gene de 3%. Interessantemente, foi encontada uma
variante no gene UGT2B4 (p.Thr494lle), que é responsavel pela sintese de uma enzima chave
na detoxificagdo de certos compostos carcinogénicos provenientes do tabaco'*®. O complexo
processo de biotransformacao é mediado pela familia de enzimas UDP-
glicuroniltransferase™. Um estudo recente avaliou a combinacdo de polimorfismos
genéticos associados as fases de biotransformacdo e detectou que alteracdes em genes
desta familia (UGT1A1, UGT1A6 e UGT1A7) estdo associados a um risco aumentado de
desenvolver CCECP'*,

Foi detectado uma mutagdo missense no gene MINK1 (p.Pro249Leu). Este gene

codifica uma proteina como o nome Misshapen-like kinase 1. Esta proteina possui funcoes
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pouco conhecidas, embora recentemente, o MINK1 foi associado a mecanismos de
polaridade celular planar envolvido na ativacao da via B-catenina, independente de wnt*,
Em pacientes com CCECP, ndo evidenciado nenhuma associacdo com os mecanismos
envolvidos na carcinogénese, embora estudos in vitro tenham detectado a fosforilagdo de
MINK1 apds ativagdao da via RAS por mecanismos envolvendo espécies reativas de

142 A andlise in silico da expressao desta proteina revelou que 5% dos pacientes

oxigénio
possuem o aumento do nimero de cdpias deste gene.

Entre as alteragdes encontradas, destacamos o gene FERMTI1 que possui duas
variantes p.Arg526Lys e n.304T>C, sendo a ultima localizada em um exon nao codificado do
gene. O FERMT1 codifica uma proteina de mesmo nome e alguns estudos descrevem que a

3

superespressao desta proteina em CNCP, carcinoma de col6n™®, sendo relacionada com

144 Além disso, a expressdo de

mecanismos de invasdo em células de carcinoma de mama
FERMT1 foi associada a invasdo e formacao de col6nias em carcinoma de colorretal, sendo
indicado como possivel alvo terapéutico para este tipo tumoral*®. A andlise in silico
demonstrou que 11% dos pacientes de CCECP apresentam o aumento do numero de cépias
deste gene.

Em nossa andlise comparativa da expressao génica entre as linhagens Fadu parental e
Fadu-C10 (clone resistente), foram encontrados genes diferencialmente expressos,
constituintes de vias de sinalizacdo importantes como: EGFR, MAPK, mTOR, Wnt. Estes
achados sdao semelhantes ao estudos conduzidos por Benavente e colaboradores, que
encontraram uma forte associagdao entre a resisténcia ao cetuximabe e ativagdao da via
intracelular PI3K/AKT*?,

Os genes EGFR, MAP2K2, UBA52, SHC1, CLTA e EPN1, mediados pela sinalizacdo de
EGFR, encontram-se superexpressos na linhagem Fadu-C10 resistente ao cetuximabe. Com
base nestes achados, observou-se resultados na literatura similares que indicam a

persistente ativacdo de EGFR em linhagem resistente a esta terapia146

. Alguns estudos
demonstram a ativacdo e superexpressdo de outros membros da familia ErbB, como HER3 e
HER4147, entretanto, em nosso estudo, apenas o receptor EGFR se encontra
diferencialmente expresso (induzido). Adicionalmente, a resisténcia a radioterapia esta
associada aos alterados niveis de expressdo e fosforilacdo de EGFR em pacientes com

CCECP'?®,



79

A andlise do painel de genes envolvidos na via de sinalizacdo de MAPK revelou a
maior lista de genes superexpressos sugerindo a superativagdo desta via. Alguns estudos
clinicos ja demonstraram o papel da via MAPK na resisténcia ao cetuximabe. Este estudo foi
realizado em 63 pacientes e indicou que a ativacdo das via MAPK (representada por
RAF/MEK/ERK) foi significativamente associada com uma pior sobrevida global de pacientes
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portadores de CCECP submetidos a tratamento com cetuximabe e radiagao™". A mesma

ativacao da via de MAPK foi associada a resisténcia em outros tipos tumores sélidos tratados

com cetuximabe!®

. Com base nestes achados, um ensaio clinico fase | vem sendo conduzido
em pacientes com tumores sélidos metastaticos e refratarios a cetuximabe. Este estudo
releva uma acdo citotdxica tolerdvel e potencial efeito antineoplasico da combinacdo de

cetuximabe com selumetinib®®.

Semelhante a via MAPK, observou-se genes
diferencialmente expressos pertencentes a via de sinalizacdo de mTOR. Um estudo in vivo,
utilizando linhagem celular de CCECP, avaliou o efeito da combinagao entre cetuximabe e o
inibidor de mTOR em modelos ortotdpicos e apresentou completa parada do crescimento

tumoral®t 1°2

. Um ensaio clinico fase Il, envolvendo 40 pacientes com CCECP, refratdrios a
cisplatina/cetuximabe detectou consideraveis niveis de citotoxicidade na combinagdo entre
temosolamina e cetuximabe, além de demonstrar uma redugdao tumoral associado, a
inibicdo do eixo PI3K-AKT-mTOR™3. Estes estudos iniciais indicam gue a associacao entre
estas terapias devem ser consideradas em futuras abordagens clinicas.

Quanto a via de sinalizagdo Wnt, esta é responsavel por desencadear mecanismos de
proliferacdo direta, polaridade celular inicialmente detectada nos processos embrionarios e
homeostase dos tecidos™*. Trés vias de sinalizagdo de Wnt sdao descritas: a via candnica, nao
candnica de polaridade planar e ndo canbnica Wnt/ cédlcio. Ambas as vias sdo ativas pela
ligacdo de Wnt em receptores Frizzled. As diferencas entre as categorias envolvem a
integracio da proteina B-catenina que integra a via candnica™. Alteracdes na via de

1% Uma recente

sinalizacdo Wnt estdo associadas a um pior prognostico em pacientes CCECP
revisdao reune informacbes que comprovam que varios membros da familia Wnt estdo
desempenhando um papel importante na tumorigénese destes pacientes, além de serem
regulados por microRNAs como miR-329 e miR-410, que uma, vez inibidos podem a ativar
Wnt-7b™’. Utilizando o ensaio de membrana corioalantdica de galinha, pesquisadores

avaliaram o efeito do inibidor de Wnt (WNT974), em linhagens de CCECP. Neste estudo, foi

demonstrado, uma significativa redugcdo do tamanho tumoral, provando que esta terapia
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pode ser utilizada em ensaios clinicos para este tipo tumoral**®. Contradizendo todos estes
achados, em nossas analises, 13 genes constituintes desta via estao reprimidos, resultado do
modelo de resisténcia ao cetuximabe proposto. Entretanto, a superativacao desta via se faz

presente apenas na linhagem parental.

6.2 Potencial citotdéxico dos inibidores irreversiveis afatinib e allitinib em linhagens de

CCECP é influenciado ativagao AKT

Os inibidores de EGFR representam uma das mais promissoras terapias para o
tratamento de CCECP*, sendo o cetuximabe o primeiro agente anti-EGFR aprovado para o
tratamento destes pacientes™. Entretanto, uma fracdo destes pacientes demonstra uma
resposta parcial ou negativa, por meio de mecanismos ainda pouco descritos'®. Nos ultimos
anos, uma nova classe de inibidores irreversiveis de EGFR foi desenvolvida, os quais atuam
conjuntamente na inibicdo de outros alvos moleculares. O afatinib e allitinib representam
esta nova geracdo de inibidores de EGFR que apresenta eficiente acdo in vitro e in vivo em
alguns tumores s6lidos™® 161,

Inicialmente, o afatinib foi aprovado para tratamento de pacientes portadores de
CPNPC, refratarios a primeira geracdo de inibidores de EGFR que possuem mutagdes
secundarias neste gene'®”. Diante do potencial citotéxico do afatinib, ensaios pré-clinicos
foram conduzidas com esta molécula, que comprovaram o efeito antiproliferativo na
linhagem celular Fadu, além de exibir benéficos na combinagio com radioterapia®®.
Recentemente um ensaio clinico fase Ill, conduzido em pacientes com CCECP, demonstrou
resultados animadores na sobrevida livre de pacientes com CCECP metastaticos'®. Embora
em fase pré-clinicas iniciais, o inibidor irreversivel allitinib demonstrou um potente efeito
antineoplasico em linhagem celulares tumorais de pulmao, mama e ovario'®®, demonstrando
ser um promissor agente terapéutico.

Diante da grande expectativa, os inibidores irreversiveis representam uma promessa
terapéutica para os pacientes de CCECP, contudo, ndo existem biomarcadores de resposta
para esta nova modalidade terapéutica. Em nosso trabalho, comparamos a eficiéncia dos
inibidores cetuximabe, afatinib e allitinib, e identificamos biomarcadores preditivos de

resposta em um painel de linhagens celulares de CCEPC.
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A comparagao entre as terapias revelou uma baixa taxa de resposta ao cetuximabe,
quando comparadas as terapias com os inibidores irreversiveis afatinib e allitinib. Além
disso, ndo foi possivel detectar valores reais de ICso nas linhagens celulares expostas ao
cetuximabe. Um estudo semelhante comparou a eficiéncia do cetuximabe com os inibidores
gefitinib e erlotinib revelando baixa resposta ao tratamento com cetuximabe em linhagens
celulares de CCECP®*. O efeito citotdxico do afatinib também foi avaliado em um painel de
10 linhagens tumorais de CCECP, demonstrando superior citotoxicidade comparado ao
cetuximabe e gefitinib, com valores de ICsy variando de 100 a 8.000 nM. Estes achados
corroboram estudos que evidenciaram a redu¢ao do volume tumoral em modelos
xenograficos para ambos inibidores cetuximabe e afatinib'®. Embora este seja o primeiro
ensaio pré-clinico com o inibidor irreversivel allitinib que utiliza um painel de linhagens de
CCECP, observou-se baixos valores de ICsqg variando de 121,31 a 388,94 nM. As abordagens
iniciais com este inibidor demonstraram variados valores de ICsy para diferentes tipos de
linhagens celulares tumorais com alta expressdo de HER2 (230 a 970 nM) e baixa expressao
de HER2 (6.200 to 7.500 nM)log. Adicionalmente, foi destacado o efeito de ambos os
inibidores de EGFR, em uma linhagem celular primaria HCB289 estabelecida pelo nosso
grupo. As linhagens primdrias s3ao consideradas ferramentas fidedignas de investigacao
citotdxica, pois conservam caracteristicas funcionais e morfolégicas do tumor inicial. No
presente trabalho foi demonstrado uma maior citotoxicidade do inibidor allitinib em
comparagao aos demais testados.

A analise das mutacdes de genes preditivos de resposta a terapias anti-EGFR
detectou uma mutacdo no gene EGFR (p.H773Y) na linhagem HN13, que também
demonstrou presenca de amplificacdo génica de EGFR. Mutacbes em EGFR sdo raras neste
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tipo tumoral e esta mutacao foi previamente detectada em tumores de CPNPC™", estando

1 . 3T sys
b, A mais recente andlise genética

associada a resisténcia a inibidores como gefitini
integrada conduzida pelo TCGA encontrou uma taxa mutagdo de 5% e de 11 % (31/279) de
amplificacdo de EGFR em pacientes com tumores de cabeca pesco¢o. Um ensaio clinico que
avaliou 312 pacientes portadores de CCECP, sendo que 11% dos pacientes possuem o
aumento do numero de cépias de EGFR, que nao foi considerado um biomarcador preditivo
da resposta ao tratamento de cetuximab combinado com cisplatina e 5-FU™®8,

Também, observou-se que a mutagdao no gene KRAS (p.G12S) na linhagem JHU28,

que em nosso estudo ja foi associadas a um fendtipo resistente ao allitinib™®.
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A linhagem celular SCC25 foi utilizada como padrao de sensibilidade por apresentar
os menores valores de ICsg para ambos inibidores e a linhagem HN13 foi utilizada como
modelo de resisténcia por apresentar os valores mais elevados. Ao analisar o efeito da
exposicdo aos inibidores sobre as vias intracelulares estimuladas pela fosforilagdo de EGFR,
foi observado que, a eficiéncia dos inibidores irreversiveis afatinib e allitinib esta associada a
capacidade de modular a fosforilagdo de ERK e AKT na linhagem SCC25. O mesmo efeito foi
encontrado na linhagem de ovario SK-OV-3, utilizada como modelo de sensibilidade ao
allitinib™®. Entretanto, na linhagem resistente HN13, foi observado uma persistente ativa¢ao
de AKT mesmo na presenca dos inibidores afatinib e allitinib. Um estudo recente atribui a
ativacdo das vias intracelulares como PI3K/AKT a uma baixa taxa de resposta ao afatinib,

1170 N6s hipotetizamos que a

contribuindo para um fenétipo transicdo epitélio-mesenquima
ativacdo do eixo de sinalizacdo de AKT poderia exercer um papel fundamental na resisténcia
aos inibidores de EGFR em linhagens de CCECP.

Ao inibir farmacologicamente as linhagens SCC25 e HN13 com inibidores das vias
intracelulares, AKT (MK2206) e mTOR (everolimus), foi encontrada uma redug¢do na
viabilidade e aumento da citotoxicidade da linhagem HN13 que apresentava um fenétipo
resistente as terapias anti-EGFR. Entretanto, este beneficio foi observado somente entre a
combinagdo dos inibidores irreversiveis e o inibidor de AKT (MK2206). Um ensaio clinico
(NCT00848718), conduzido em pacientes com CCECP para avaliar a eficiéncia da combinacdo
de carboplatina/paclitaxel, docetaxel ou erlotinib conjuntamente ao inibidor de MK2206,
demonstrou toleraveis niveis toxicolégicos e evidéncia de atividades antitumoral
associada'’*. Embora um pequeno ensaio clinico fase |, realizado com 20 pacientes de
CCECP, mostrou que a combinacdo de cetuximabe e everolimus teve uma taxa relativa de
resposta de 61,5%'", a resposta negativa da combinagao de anti-EGFR com everolius,
reproduz um ensaio clinico fase Il em pacientes portadores de CCECP resistentes a cisplatina
que foram tratados com a combinacdo de erlotinib e everolimus e n3o apresentaram
nenhum beneficio na sobrevida destes pacientes'’>.

Adicionalmente, foi avaliado a influéncia do silenciamento de AKT1 nas linhagens
HN13 e HCB289., no qual o silenciamento de AKT1 promove a sensibilidade das linhagens
apenas aos inibidores irreversiveis afatinib e allitinib. A via de sinalizacdo mediada pela
fosforilacdo de PIK3CA leva a fosforilacdo de dois residuos (Thr308 e Ser473) que contribuem

para a regulacdo do metabolismo e estimulacdo da proliferacio celular'’®. A superexpressdo
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da isoforma AKT1 foi reportada em alguns tumores sélidos como de préstata’® e géstrico™”.
Além disso, muta¢Ges somaticas ativantes de AKT foram observadas em carcinomas de
mama, ovario e colorretal’’®. Estes estudos comprovam o papel da ativacdo de AKT na
manuten¢do das células tumorais e um recente estudo conduzido com 10 linhagens
primarias de CCECP, demonstrou que o silenciamento de AKT1 diminuiu a taxa de
crescimento, além de induzir a expressdao do gene supressor tumoral CDKN2B e reduzir a

express3o do receptor TGFBR1'’

. Um estudo in vivo utilizando um modelo ortotdpico com a
linhagem SCC-1 proveniente de CCECP, avaliou o efeito da inibicdo de AKT e demonstrou
eficientes resultados na redu¢do do tumor, assim como o bloqueio do desenvolvimento de
metastase nos animais'’®. A expressdo e o aumento dos niveis de fosforilacio de AKT1
(Ser473) estdao associadas com a resposta a radioterapia em pacientes com CCECP, sendo
considerado um marcador de resposta a esta modalidade terapéutica®’® *°.

A expressdo dos receptores da familia ErbB, das isoformas de AKT e mTOR foram
também interrogadas em pacientes portadores de CCECP, através do banco de dados do
TCGA. Como esperado encontramos uma predominancia de expressio do EGFR e da
isoforma AKT1. Adicionalmente os niveis de fosforilacdo destas proteinas foram associados
com dados clinicos patoldgicos dos pacientes. Embora alguns estudos afirmem que os niveis
de expressao do EGFR e o aumento do nimero de cdpias do gene se encontram aumentados
nos estagios avancados da doenca’®!. Foi evidenciado que os niveis de fosforilagio de EGFR,
especificamente do residuo pY1068, foram maiores em estagios iniciais da doenca. Este fato
pode ser associado a intervencdo quimioterdpica com os inibidores de EGFR, uma vez que
um estudo avaliou a presenca de células tumorais circulantes e comprovou uma reduc¢ao de
células tumorais circulantes marcadas com EGFR fosforilado™®".

A andlise do TCGA evidenciou niveis aumentados de fosforilacdo de AKT em estdagios
avancados da doenca. Diante deste fato, sugerimos que a utilizacdo de combinacbes com
inibidor de AKT pode representar uma promissora estratégia para os pacientes com CCECP.
Algumas estratégias in vivo demonstram os beneficios desta combinacdo na reducdo do
tamanho tumoral e de metdstases cervicais, além de aumentar a sobrevida dos animais
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testados™'". A invasao perineural é um evento associado ao aumento da recorréncia local de

metastases regionais em CCECP e aumento da taxa de mortalidade nestes pacienteslgz' 183,

Eventos como a invasdo perineural ocorrem com uma incidéncia de 14% a 63,2% em
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pacientes portadores de CCECP~'". Em nosso trabalho, foi detectado pela primeira vez uma
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correlagdo significativa entre a invasao perineural e os niveis de AKT fosforilado, indicando

que a utilizagdo de terapias anti-AKT podem ser Uteis na prevencdo deste evento.

6.3  Avaliacdo do efeito antineoplasico do inibidor allitinib em tumores sélidos: KRAS

como biomarcador preditivo de resposta.

A nova geracao dos inibidores de EGFR tem como principal caracteristica a
capacidade de inibir varios alvos celulares, como as proteinas pertencentes a familia ErbB e

demais alvos intracelulares®®*

. A eficiéncia destas novas terapias, representadas neste
trabalho pelos inibidores afatinib e allitinib, esta associada a concentra¢des reduzidas e com
a efetiva reducdo da viabilidade celular, comprovada a partir da determinacdo do ICsq €
posterior classificacdo da inibicdao do crescimento Gl. O nosso estudo representa o primeiro
ensaio pré-clinico que avaliou o efeito de uma nova terapia anti-EGFR irreversivel, em um
extenso painel de linhagens celulares tumorais, com o intuito de conhecer melhor a agao
citotoxica deste composto em diferentes tumores.

Embora os ensaios iniciais tenham comprovado a eficiéncia do allitinib na inibicao
dos receptores EGFR e HER2 e HER4, incluindo linhagens celulares com as mutacoes
secundarias em EGFR (L858R/T790M)109, os testes iniciais foram desenvolvidos em uma
pequena representatividade tumoral, considerando a expressao aumentada de EGFR e HER2
em alguns tumores sélidos como pulm3o®, es6fago® e mama®®’.

Esta abordagem investigativa foi estendida a um painel constituido por 76 linhagens
celulares tumorais, representando 11 diferentes tipos de neoplasias. Encontramos 38,1 %
(29/79) de linhagens resistentes o que indicam que a resposta ao allitinib ndo é tumor
dependente. Entre os tumores testados, destacamos uma eficiente resposta ao allitinib nas
linhagens celulares de carcinoma de eséfago (100 %), CCECP (57,1 %), melanoma (55,6 %), e
CPNPC (46,6 %), representando perspectivas para novos ensaios clinicos. Até o presente
momento, embora tenha demonstrado resultados positivos em ensaios pré-clinicos, o
inibidor allitinib encontra-se em fase clinica de recrutamento de pacientes portadores de
CPNPC (ChiCTR-ONC-10000893). Além disso, um preliminar estudo clinico fase |, conduzido
em pacientes com tumores sélidos avangados, demonstrou toleraveis efeitos adversos e

preliminar resposta terapéutica em 7 pacienteslgs.
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Foram detectadas 4 mutacdes no gene EGFR, entre elas uma mutacdo pouco
frequente (p.H773Y) na linhagem HN13 e as demais sdo representadas por linhagens de
CPNPC, nas quais estas mutagdes sdo frequentes. As linhagens PC9 e NCI-H827 possuem a
delecdo in frame do exon 19. A maioria dos adenocarcinomas de pulmdo apresentam
mutagbes em regides codificadoras de dominios tirosina quinase, entretanto estas
alteragGes genéticas (dele¢do do exon 19 e a mutagado pontual L858R) estdo associadas a

resposta positiva ao gefitinib de pacientes com CPNPC'#91%°

. Em nosso estudo a linhagem
com presenca da delecdo do éxon 19, respondeu positivamente ao allitinib. Estes achados se
assemelham aos resultados encontrados no ensaio clinico LUX-Lung 3 e 6, que utilizou o
inibidor irreversivel afatinib, no tratamento de pacientes portadores de CPNPC obtendo
resultados satisfatérios preferencialmente para aqueles pacientes que carregavam a
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delegdo do exon 19 do gene EGFR™". Uma das linhagens celulares, NCI-H1975 é portadora

da mutagdo secunddria p.L858R/p.T790M, que estda associada a um mecanismo de

b2, Em nosso

resisténcia aos inibidores TKls de primeira geracdo como gefitinib e erlotini
estudo, o inibidor allitinib apresentou uma alta citotoxicidade para esta linhagem,
semelhantemente ao relatado por Xie e colaboradores que usaram células NIH3T3
transfectadas com as mutacdes p.L858R/p.T790M1°9.

As mutag¢des mais frequentes do gene KRAS ocorrem nos cédons 12 ou 13 do exon 2
e favorecem uma constitutiva ativacdo e estimulacdo de vias intracelulares como MAPK,
resultando em um aumento da proliferacao celular, migracao e metastase®. As mutacoes
no gene KRAS sdo preditoras negativas de resposta as terapias baseadas em anticorpos
monoclonais como cetuximabe e panitumumabe, utilizados no tratamento de pacientes com
carcinomas colorretais’™>. Em nosso trabalho, encontramos pela primeira vez uma
significativa correlacdo entre o estado mutacional do gene KRAS das linhagens tumorais e a
resposta negativa ao inibidor irreversivel allitinib. Embora mutacGes em outros genes como
NRAS e BRAF, ja foram associados a uma taxa negativa de resposta ao cetuximabe em

1 ~ . ~
% em nosso estudo n3o foi observado nenhuma correlagio com a

pacientes com MCR
resposta ao allitinib. O papel das mutac¢Ges no gene KRAS na resposta a outros inibidores de
EGFR, como gefitinib e erlotinib, que representam a primeira geracdo desta terapia, ainda é
questionévellgs, devido a reduzida sobrevida livre de progressao em estudos recentes 1% 6u

contrariamente, nenhum efeito na sensibilidade aos anti-EGFR em pacientes com CPNPC 197,
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Para validar a importante associacao entre mutacdao de KRAS e resisténcia ao allitinib
a linhagem celular de adenocarcinoma de pulmao H292 foi utilizada para caracterizar o
papel funcional das mutacdes em KRAS (G12D e G12S). Nesta abordagem foi encontrado
uma significativa diminuicao da sensibilidade ao inibidor, em compara¢do com a linhagem
transfectada com o vetor KRAS selvagem. Além disso, foi detectado, por meio de ensaios
alternativos, um significativo aumento da resisténcia ao allitinib associado a uma diminuicao
da citotoxicidade nas linhagens com mutacdes em KRAS (G12D e G12S). O estudo de Sunaga
e colaboradores, reportou que o silenciamento de KRAS tem a capacidade de inibir a
proliferacdo celular, indicando qual sinalizagdo mediada por KRAS estd intimamente

envolvida no processo de carcinogénese '*®

. De forma similar, uma investigacdo do impacto
das diferentes mutagbes em KRAS comprovou que as mutagdes G12C, G12S e G12D
diminuiram a sensibilidade aos inibidores gefitinib e afatinib, entretanto as mutag¢des G13D
e G12A parecem nado interferir na resposta a estes agenteslgg.

De acordo com nosso resultado, concluimos que a resposta ao allitinib, pode variar
entre diferentes tipos tumorais. Em nosso painel de linhagens de CCEPC, o mecanismo de
resposta ao allitinib esta intimamente associado com a ativacdo do eixo de sinalizacdo
intracelular PI3K/AKT. Entretanto, de forma ampla as mutagBes no gene KRAS estdo
associadas a uma negativa resposta ao allitinib. Com base nestas observagdes, concluimos
que na auséncia de mutacdes no gene KRAS, a via PI3K/AKT contribui para um fendtipo

resistente ao allitinib. Entretanto as muta¢des em KRAS podem ativar o eixo paralelo

PI3K/AKT, como mostra o esquema abaixo (Figura 37).
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Figura 37 - Modelo da ativacdao de AKT mediado pelas mutacdes em KRAS.

Recentemente, um estudo demonstrou que as muta¢cdes em KRAS (G12D e G12C),
influenciam diferentes vias de sinalizacdo downstream. Este estudo destacou que a mutacgao
G12D pode ativar o eixo PI3K/AKT que regula a expressdo de EZH2, diferentemente da
mutacdo G12C, que ativa a expressdo do eixo de sinalizacdo MEK/ERK. Ambas as mutacées
levam diferentemente a mecanismos de regulacdo de EZH2, que por sua vez aumenta a
atividade de STAT3*®.

Baseados em nossos resultados acreditamos que as mutagdes em KRAS podem servir
de biomarcadores de resposta a esta nova classe de agentes anti-EGFR, selecionando
pacientes que poderao se beneficiar em futuros ensaios clinicos. Entretanto, os mecanismos
envolvidos na resisténcia mediada pelas mutacdes em KRAS sdo etapas sucessivas do nosso

trabalho que serdo elucidadas.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados neste estudo, e de acordo com os objetivos

propostos, podemos concluir que:

- O modelo de resisténcia adquirida ao cetuximabe que criamos foi validado e
representa uma ferramenta in vitro para andlise de alteragdes moleculares decorrentes da
resisténcia ao cetuximabe. As andlises preliminares revelaram mutacdes em genes que
desempenham importantes funcdes celulares e alteracdes na expressdao génica de vias
regulatdrias dos processos de proliferacdo invasdao e metastase. Estes achados merecem
analises aprofundadas e validagGes em pacientes portadores de CCECP refratdrios ao

cetuximabe.

- A nova geracao de inibidores de EGFR, representados neste estudo pelos inibidores
irreversiveis afatinib e allitinib, demonstrou uma eficiente acdo antineopldsica em um painel
de linhagens celulares de CCECP, superando os resultados obtidos pelo cetuximabe.
Adicionalmente, encontramos uma associacdo significativa na resposta a estes inibidores
com o eixo de sinalizagdao de AKT. Os niveis de fosforilagdo de AKT foram associados a
eventos metastaticos como a invasao perineural. Diante disso, concluimos que a associa¢ao

terapéutica entre os inibidores de EGFR e AKT, pode beneficiar os pacientes com CCECP.

- Devido aos poucos ensaios pré-clinicos com o inibidor allitinib, a analise do potencial
antineopldsico deste farmaco foram conduzidas em um painel contendo 76 linhagens
celulares tumorais. O allitinib demonstrou efeito citotoxico para as linhagens tumorais de
melanoma, es6fago, pulmao e cabeca e pescoco. Além disso, a resposta negativa ao allitinib
foi associada as mutacdes ativantes do gene KRAS, concluindo que as alteracbes presentes
no gene KRAS podem ativar vias intracelulares como PI3K/AKT e devem ser consideradas em

futuros ensaios clinicos.
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8 PERSPECTIVAS

De acordo com os resultados deste estudo, as analises preliminares do modelo de
resisténcia ao cetuximab indicaram alteracdes em gene que canditados a biomarcadores de
resisténcia. Adicionalmente, as mutagdes encontradas serao validadas, inicialmente a partir
do banco de dados do TCGA de pacientes com CCECP que foram tratados com cetuximabe.
Seguido de posterior validacdo do sequenciamento Sanger. Outras andlises como o CNVs
(copy number variation) serao realizadas utilizando outras ferramentas de bioinformatica. O
modelo de resisténcia possibilita novas abordagens experimentais utilizando os inibidores
irreversiveis como allitinib.

Diante dos resultados positivos do allitinib em outros tumores sélidos, estdo sendo
conduzidos neste momento abordagens experimentais com linhagens tumorais de
carcinoma de pulmdo de ndo pequenas células, comparando a resposta dessa nova terapia
em linhagens EGFR selvagem e mutantes (L858R, del19 e L858R/T790M) com as terapias

aprovadas para este tipo tumoral.
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ANEXO A

Carta de ciéncia do comité de ética em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos.

HOSPITAL o o o - .
BARRETOS omite de Etica em Pesquisa

) CEP

Para: Rui Manuel Vieira Reis

De: Ednise Woyciechowski
Vice Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 06/11/2012

Projeto de pesquisa: 666/2012

Prezado (a) Senhor (a),

Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagio Pio
XIl — Hospital de Cancer de Barretos recebeu o projeto de pesquisa intitulado “Identificacdo de
novos biomarcadores preditivos da resposta a terapias anti-EGFR em tumores sélidos”, o qual
foi cadastrado sob o nimero 666/2012.

Declaramos estar cientes da realizagdo do projeto de pesquisa supracitado, e que por
utilizar kits de comercializados de cultura estabelecida e ndo se tratar de pesquisa envolvendo

seres humanos, ndo ha necessidade de aprovagdo do CEP.

Atenciosamente,

Ednise Woycjechowski
Vice Coordenadora do Comjté de Etica em Pesquisa
Fundacgdo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos

Fundagdo Pio XII - Hospital de Cancer de Barretos
Rua Antenor Duarte Villela, 1331 - B. Dr. Paulo Prata — Barretos — SP CEP 14784-400 — CNPJ 49.150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R. 6894 — cep@hcancerbarretos.com.br
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Abstract: Epidermal growth factor receptor (EGFR) 1s a tyrosine kinase receptor that activates down-
stream signaling pathways. including the Ras-MEK-Erk and PI3K-AKT pathways, leading to cell pro-
liferation, resistance to apoptosis. angiogenesis and the ability to metastasize. EGFR overexpression 1s

Rui M. Reis

a significant finding in cancer. particularly in head and neck cancer, where it 1s also associated with a poor prognosis. In
recent years, several molecules have been designed to mhibit EGFR activation. Among the many available anti-EGFR
dmugs, only cetuximab was approved for the treatment of head and neck cancers. However, no predictive biomarkers of
cetuximab response are currently known. In the present review, we provide an updated assessment of EGFR biology and

its clinical impact m head and neck cancers. A special emphasis 1s placed on novel patents of EGFR-mhibitors that are an-
ticipated to diversify the anti-EGFR therapies available to treat head and neck cancers. In particular, we outline a new
class of irreversible multi-target inhibitors (e g. afatinib, icotinib, CUDC-101), which may significantly contribute to new

head and neck cancer therapies.

Kevwords: Anti-EGFR patents, EGFR, EGFR overexpression, head and neck squamous cell carcinoma, tyrosmne kmase in-

hibtors, targeted therapies.

1. INTRODUCTION

Head and neck cancer 1s the sixth most common cancer
worldwide with a global mcidence between 400,000 and
600,000 new cases per year and a mortality rate of 300,000
deaths annually [1-3]. It comprises a spectrum of malignan-
cies that, develop primarily within the oral cavity, pharynx,
and larynx. Squamous cell carcmoma 15 the principal his-
tologic subtype of this disease, accounting for more than
90% of all cases [4, 5]. The high incidence and mortality rate
make these cancers a significant public health problem [6].
Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) patients
have a 50% five year survival rate, which 15 highly depend-
ent on the stage at diagnosis [7]. Accurate assessment of
clinical symptoms, physical exammation and laboratory re-
sults are of paramount importance to guide diagnostic ap-
proaches, staging and choice of therapy [8].

The treatment plan depends upon patient and disease-
related factors, such as the site of the prmary tumor, the
stage of the disease (early-stage vs. advanced-stage), feasibil-
ity of organ preservation, the ECOG performance status

*Address comespondence to these author at the Barmetos Cancer Hospital,
Rua Antencr Duarte Villela, 1331, CEP 14784 400, Barretos. 5. Paulo,
Brazil; Tel/Fax: +551733216600 - Extension: 7090;

E-mail: ruireis heb@gmail.com

Barretos Cancer Hospital. Rna Antenor Duarte Villela, 1331, CEP 14784
400, Barretos, S. Paulo, Brazil; Tel:/Fax: +551733216600 - Extension:
7092: E-mail: carvalhoal@gmail com

1574-8928/16 $100.00+.00

(Eastern Cooperative Oncology Group), significant comor-
bidities and the goal of therapy [8]. Patients harboring early
stage disease (stage I and IT) are potentially curable with
single modality treatments (either surgery or radiation). Ad-
vanced disease patients (stage III and IV) require a multidis-
ciplinary and multimodality approach with a combmation of
surgery, radio- and chemotherapy [8]. Despite recent ad-
vances in radio- and chemotherapy, survival rates of HNSCC
patients remain poor. Local recurrences are frequent and 20-
30% of cases will develop metastatic disease [9].

Extensive surgeries involving the resection of the pri-
mary tumor and cervical lymph nodes usually cause func-
tional and aesthetic consequences, having a great impact on a
patient’s quality of life [8]. The standard treatment for most
patients is currently mmltimodal, and includes combined
chemotherapy and radiotherapy. Moreover, the addition of
mduction chemotherapy (IC) remains an appropriate ap-
proach for advanced disease with a high risk of local or dis-
tant failure [8]. Platinum and taxane combinations are the
backbone of several IC regimens for locally advanced head
and neck cancers (LAHNSCC) and the TPF (docetaxel, cis-
platin and fluorouracil) regimen 15 the most accepted induc-
tion regimen for LAHNSCC [10].

Tobacco and alcohol use are the most common risk fac-
tors for HNSCC and the human papillomavirus (HPV) has
been recently established as a cause of oropharyngeal cancer
[11, 12]. Tobacco use is the mam risk factor for HNSCC

© 2016 Bentham Science Publishers
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carcmogenesis, with smokers having a 5 to 25 fold risk com-
pared to non-smokers [13], due to the genotoxic effects of
carcmogenic substances m tobacco [14]. Alcohol consump-
tion 15 relevant for HNSCC development for its capacity to
synergistically enhance the carcinogenic effects of tobacco
[15]. Moreover, the acetaldehyde metabolite forms DNA
adducts that interfere with synthesis and repair [16].

HPV 1s found m 23-35% of all HNSCC biopsies [17] and
m 45-90% of oropharyngeal cancers [17-20]. HPV-16 1s the
most prevalent subtype, occurring m 87-90% of HPV-
positive oropharyngeal cancers [21-23]. A recent compre-
hensive integrative genomic analysis of HNSCC and HPV
status was performed by mapping RNA-Seq reads of 279
pattents and it was observed that 12% (36/279) were
HPV(+). Of 33 oropharyngeal fumours, 64% (21/33) were
positive for HPV. The HPV(+) subset of oropharyngeal
HNSCCs, exhibited a loss of TRAF3 (TNF Receptor-
Associated Factor 3), activating nmtation of PIK3CA, and
amplification of E2F1 (E2F Transcription Factor 1) mvolv-
mg NF-kB, activation. In HPV(+) HNSCCs, the most
promunent findings were subsets contamnng amplicons on
11q with CCND1, FADD, BIRC2 and YAP1 and mutually
exclusive CASP8 and HRAS mutations. Importantly, these
findings in HPV-associated cases may have the potential to
be used as tools for treatment decisions [24].

Recently, molecular alterations underlymg HNSCC tu-
morigenesis have been explored [24-29]. One of the prvotal
molecules 1s the EGFR, which 1s overexpressed in more than
90% of HNSCCs [30, 31]. EGFR is upregulated not only in
HNSCC but also m the vast majority of solid tumors, becom-
mg, therefore, a major target for molecular therapies [32, 33].

Based on EGFR expression in HNSCC, cetuximab, a
chimeric monoclonal antibody that binds with high affinity
to the EGFR, has been used in the United States since 2006
as first-line treatment in combination with radiation therapy
for LAHNSCC [34] or as a smgle agent for patients with
metastatic disease and poor responses to platinum-based
regimens [35]. In 2011, combinations of cetuximab with
other agents were approved by the U.S. Food and Drug Ad-
munistration for the first line of treatment of HNSCC.
Cefuximab combination therapy with cisplatin or carboplatin
and 5-fluorouracil was based on a multi-center clinical study
mvolving 442 participants that, demonstrated an improve-
ment in survival [36].

In the present review, we will perform an updated as-
sessment of EGFR biology mn HNSCC and ifts clinical mm-
pact, with a special emphasis on novel, multi-target EGFR-
mhibitors, which may transform HNSCC therapy.

2. EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR
(EGFR)

The EGFR was discovered in the 1970s. Cohen and col-
leagues 1solated a protein that caused precocious tooth erup-
tion m neonatal mice, now known as EGF (epidermal growth
factor) [37]. A few years later, the same research group iden-
tified a high level of radio-labeled EGF bound to the cyto-
plasmic membrane of A431 squamous carcinoma cell lines.
This was the first evidence of a membrane receptor with af-
finity to EGF, the EGFR [38].
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EGFR belongs to the ErbB receptor famuly (EGFR.
ErbB2/NewHer2, ErtbB3/Her3 and ErtbB4/Her4), and the pro-
temn 1s composed of 1210 ammo acids with four extracellular
domains (ED), a transmembrane domain (TD) and an infracel-
lular tyrosme kinase domain (TKD) (Fig. 1). Its carboxyl-
ternminal fail contains several phosphorylation sites: one serme
residue (Ser-1142), one threonine residue (Thr-654) and seven
tyrosme residues (Try-845, 992, 1045, 1068, 1086, 1148,
1173) [39, 40]. EGFR can be activated by several specific
ligands: (1) Amphiregulin, (2) Betacellulin, (3) Epiregulin, (4)
Neuregulin, (5) Heparin-binding EGF, (6) Transforming
growth factor alpha (TGF-u) and (7) EGF (Fig. 1). Under
normal physiological conditions, all four ErbB receptors can
form 10 possible dimer combmations mecluding 4 homodimers
and 6 heterodimers. Each combination has specific affinity for
signaling m effective mtracellular pathways [40, 41] (Fig. 1).

EGFR ligands cause a conformational change, resulting
in domain II mteraction and receptor dimerization (Fig. 1)
[39]. In addition, EGFR phosphorylation sites can activate
downstream protein kinases such as the Src kmase fanuly,
protem kinase C and protemn kinase A. EGFR 1tself 15 also
able to phosphorylate other protem residues and target
downstream signaling such as the MAPK, STAT and
PI3K/AKT pathways, which control cell survival, prolifera-
tion, migration, differentiation, and adhesion [42-45].

2.1. EGFR Deregulation in Tumors

Due to 1ts significance m the regulation of multiple cellu-
lar mechanisms, EGFR. homeostasis 1s key to normal fune-
tion. Inasmuch, EGFR activity and regulation is tightly con-
trolled by a plethora of mechanisms including copy number
wvariation, single nucleotide polymorphism (SNP), alternative
splicing, phosphorylation, ligand availability, dimerization
partner availability, trafficking and degradation [46]. In the
pathogenesis of cancer, EGF/EGFR 1s deregulated at several
levels, namely: autocrine/paracrine factors; gene amplifica-
tion; gene mutations, and protein nuclear franslocation. All
of these alterations lead to overexpression or constitutive
activation of related signaling pathways (Fig. 1).

2.1.1. Autocrine/Paracrine Factors

EGFR-mediated neoplastic transformation may be ef-
fected by autocrine/paracrme mechanisms of overexpression
of both EGFR and its ligands, providing multiple advantages
to tfumors through the promeotion of cell proliferation, sur-
vival, angiogenesis, invasion and metastasis. Most studies
that have analyzed EGFR protem i HNSCC patients, used
immunohistochemistry (IHC) methodologies on paraffin-
embedded tumor samples, and described EGFR overexpres-
sion m 43 to 100% of cases (Table 1). These discrepancies
between EGFR overexpression rates might be the result of
the type of antibodies or fixative used, differences in IHC
technique, and storage time of samples. Nevertheless, the
biological role of EGFR overexpression in HNSCC 15 un-
questionably sigmificant. Interestingly, a recent meta-analysis
evaluated EGFR expression as a prognostic factor in
HNSCC [47]. This meta-analysis mcluded 37 studies and
found that overall, EGFR overexpression was associated
with reduced overall survival (OS) hazard ratio (HR) of
1.694, 95 % confidence mterval (CT): 1.432-2.004) [47].
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Fig. (1). A- ErbB famuly receptor: EGFR/HER1, ErbB2/NewHer2, EtbB3/Her3 and ErbB4/Her4. All ErbB family receptors, except ErbB2
bind to specific ligands allowingthe improvement of receptor dimerization. B- Multiple combinations of homodimers receptor (4) and het-
erodimers receptor (§). Receptor phosphorylation promotes the activation of intracellular pathways that control proliferation, angiogenesis
and metastasis. C- Cetuximab action, the only chemotherapeutic agent agamnst EGFR. approved for use in HNSCC patients. The monoclonal

antibody competes with the ligand and blocks dimenzation and phosphorylation receptor.

A majorify of carcinomas express EGF-like growth fac-
tors that, contribute to mcreased signaling mediated by
EGFR activation [45, 48]. A decade ago, the co-expression
of EGFR and its ligands in the tumor microenvironment was
hypothesized to have an important role in carcinogenesis and
progression in patients with HNSCC [49]. Recently, The
Cancer Genome Atlas (TCGA) offered a comprehensive and
extensive landscape of somatic genomic alterations in
HNSCC patients, including mRNA expression levels of the
ErbB family ligands (supplementary Table 1). In total, HRG,
NRG4 and NGR1 mRNA levels, were upregulated in 15, 7
and 6% of cases, respectively, while EGF, AREG and EREG
mRNA levels were upregulated in 4% of cases [24].

The TNF gene famuly, although it typically has low
mRNA expression levels (2%) [24], 1s mmplicated with
autocrine neoplastic transformation and increased prolifera-
tion in HNSCC cell lines [50]. In the clinical setting, patients
with upregulated TNF mRNA expression had an overall sur-
vival estimate of 12.98 months compared to patients with
normal TNF expression (21.85 months) (supplementary Ta-
ble 1). Amphiregulin (AREG) overexpression 15 associated
with an increased risk of developing breast cancer [51], lung,
colorectal, ovary and prostate carcinomas [52]. AREG over-
expression was detected in 4% (12/279) of HNSCC patients
and associated with a mean overall survival of 28.29 months
compared to 21.75 months for patients with normal expres-
sion (supplementary Table 1). Heparin binding-EGF (HB-
EGF) 1s an EGF mamly produced by monocytes and macro-
phages. Some studies have associated HB-EGF expression
with the development of malignant phenotypes including a
metastatic mechanism that displays aggressive tumor behav-

ior [53, 54]. HB-EGFR is upregulated in human breast carci-
nomas, ovarian, gastric, melanoma and glioblastoma tumor
cell lines [55-57]. In HNSCC, HB-EGF expression 1s altered
m 4% (11/279) of cases (supplementary Table 1). Heregulin
(HRG) 15 the most expressed ligand in HNSCC patients and
present m 15% (46/279) of cases (supplementary Table 1).
Interestingly, patients with HRG mRNA upregulation have a
higher mean overall survival (42.32 months) compared to
patients with normal expression levels (21.85 months) (sup-
plementary Table 1).

2.1.2. EGFR Amplification

Gene amplification of the EGFR has been observed in
distinet fumors, including ghiomas, colorectal, esophageal,
breast and pancreatic cancers [58-64]. Several studies have
detected increased EGFR copy number m HNSCC patients
ranging from 7.8 to 58% (Table 1). The most comprehensive
study was performed by the TCGA and reported a frequency
of 11% of EGFR gene amplification, which mduced EGFR
overexpression, therefore demonstrating its pathogenic effect
[24]. In addition, the authors showed EGFR gene amplifica-
tion was associated with worse patient outcomes, with over-
all survival of 17.15 months m EGFR amplified cases versus
26.41 months m patients without gene amplification [24].

2.1.3. EGFR Mutation

The majority of the EGFR somatic mutations identified
mn tumors are concentrated in the extracellular and mtracellu-
lar tyrosine kinase domains, clustered m specific areas,
which assumes the role of mutational hot spots. Initial stud-
1es m lung cancer showed the importance of mutations -
volving exons 18, 19, 20 and 21, which encode a portion of
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Table 1. Review of EGFR Molecular Alterations in HNSCC.
Expression Amplification TK Domain Mutations Other Mutations (EGFRvIIT)
Author Date
U (N) Methods B (N) Methods % (N) Methods 9 (N) Methods
Chung et al. 2006 - - 38% (49/86) FISH - -
42% (14/33) | MHCRT-
Sok. 1.C. et al. 2006 . - _ _ ) i 21‘!__0((?._33)] =
Payne C.etal 2006 | 2006 - - - 8% (2/24) HRMAA - -
Sheikh Ali et al. 2008 32% (21/65) IHC - 0% (0/91) Sanger - -
83.63%

Al-Swiahb eral. 2010 (195/220) HHe ) i i ) )

Hong A etal 2010 87%(216/249) IHC - - - - - -

Numico G. et al. 2010 339% (43/122) IHC - - - - -

Young R.J. etal 2011 87% (81/93) IHC 20% (41/204) FISH - - - -

Nakata Y. et al. 2011 82% (73/39) IHC 36% (32/89) FISH - - - -

Pectasides E. et al. 2011 50% (32/64) IHC 17% (11/64) FISH - - - -
Chau. N.G. et al 2011 42% (22/53) RT-FCR

Huang S F. etal 2012 | 46.88% (75/160) IHC - - - - -

Sweeny. L et al 2012 56% (28/50) IHC - - - - -
Smilek P. et al. 2012 20.7% (6/29) | RT-PCR

Maiti G. P. et al. 2013 84% (37/44) IHC 26.4% (47/178) | DPCR - - - -

Rossle M. et al. 2013 100% (119) IHC 7.8% (9/115) FISH - - - -

Chang I Y. eral. 2013 | 63.9% (69/108) IHC - - - -

Griobe A etal 2014 95% (196/206) IHC - - - - - -

} R R R 81.39% S5CPE/ ~
Nagalakshmi K. et al. | 2014 (104/129) Sanger
Melchers. LT, etal. | 2014 - R R R } } 3‘;:4(30393_ ?J H{;?;T-
—t 2015 47% (17/279) l::;\ 11% (31/279) I;:I: 4.65%(13/279) | DNA seq. | 0.35% (1/279)

Khattri. A. etal. 2015 - - - - - - 0.38% (2/540) | RT-PCR

THC: Immunohistochemistry; FISH: Fluorescence in situ hybridization; DPCE: differential polymerase chain reaction; RT-PCE: Feverse transcription polymerase chain reaction;
HEMAA: High-resolution meltmg amplicon anatysis; S5CP: single-strand chain polymorphis; FINA Seq: ENA Sequencing.

the EGFR tyrosine kinases domains [65]. These mutations
predict patient responses to anti-EGFR. drugs, such as er-
lotimb and gefitinib, and are assessed on a routine basis
[65].

In HNSCC, the data available is more limited. Despite a
disparity of published research, a low frequency of EGFR
somatic mutations has also been reported m these tumors
(Table 1). Nagalakshmi et a/, using SSCP followed by se-
quencing, observed a mutation frequency of 81.4% in cases.
In contrast, other studies and more recently, the TCGA con-
sortum, showed that EGFR nmutations are rare events, pre-
sent in less than 10% of cases (Table 1, Supplementary Table
2) [24, 66, 67]. The lack of EGFR somatic mufations in

available HNSCC cell lines reinforce the absence of this
event in HNSCC tumorigenic process [68].

One mutation m HNSCC that has gamed particular atten-
tion 1s the EGFRVIIL, which 1s located in the extracellular
domain [69]. The EGFRVIII 1s described by an m-frame de-
letion of 267 amino acids in the extracellular domain, result-
mg m the loss of exons 2 to 7. The mstability in the extracel-
lular domain of EGFRVIII results in significant functional
changes m the EGFR and acquires constitutive tyrosine
kinase activity [70]. This nmtation was first detected in
glioblastomas, and later studies reported its presence and
mmportance in HNSCC (Table 1). The first studies used 1m-
munohistochenustry and reverse transcription-PCR, and
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Table2. Anti-EGFR Agents and Multi-Target Action. Recent Clinical Trials for HNSCC
Ant-EGFR Agent Manufacturer Target Patent Number ‘ Phase ‘ Clinical Trial Number
Monoclonal Antibodies
Cetuximab Bristol-Myers Squibb EGFR US20040170632 Al | Approval na
Panitumumab Amgen Oncology EGFR WO2013181572 A2 | Approval na
NCT01425736,
Nimotuznmab CIMYM Bioscience EGFR 11 and III NCT00910117,
— NCT00702481
Zalutumumab Genmab EGFR - m NCT00496652
MEHD7945A Roche EGFR, HER3 US20130259867 Al | IandII NCT01577173
RO3083945 Roche EGFR - I NCT01046266
Sym004 Merck KGaA EGFR US7887805 B2 i NCT01417936
Reversible Tyrosine Kinase Inhibitors
Erlotinib Osi Pharms Inc. EGFR RE41065 m NCT00442455
NCI200901492,
Lapatinib GlaxoSmithKline Inc. EGFR. HER? and HER4 US8513262 B2 IL ILIT NCTO01711658,
NCT00424255
Irreversible Tyrosine Kinase Inhibitors
Afatinib Bochringer Ingelheim. | EGFR.EGFR "™ FAREHIEE A o osais7at | mom iggizfifé
foc. and HER2 NCT01345682
AST-1306 Allist Pharmaceuticals EFGR, EFGR™* ™% HER) and US 20020300248 I ChiCTRONC-10000893
Inc. HER4 Al
AZD9291 AstraZeneca. Inc. EGFR, VT LR WO 2013014448 na na
CNX-2006 Clovis Oncology, Inc. EGFR, M5 1Rt WO2013014448 na na
CO-1686 Clovis Oncology, Inc. EGFR, T LR - na
CUDC-101 Curis, Inc. EGFR, HER 2 and HDAC US7547781 B2 I NCT01384799
Dacomitinib Pfizer Inc. EGFR. HER? and HER4 CN 103288758 A i NCT01737008
Icotinib Zhefiang :;m Pharma EGEFR, EGFR LS/ 1861Q. Treoue US20110182882 Al I NCT02328261
Pelitinib Wyeth Tnc. EGFR. HE ngf: : CLEEEERK Rafe | 103275002 A I NCT00098501
Other Inhibition Approaches
EGFE. Antisense EGFR - ‘ ‘ -

n.a not available.

detected EGFRVIIL i approximately 40% of cases. In vifro
studies were also performed, suggesting a biological role in
HNSCC tumorigenesis and (cetuximab) therapy response
[71]. The presence of EGFRVIII in HNSCC was also re-
ported by other authors in frequencies varying from 8-42%
(Table 1). However, more recent studies (including the
TCGA consortium) performed using more accurate method-
ologies do not confirm these findings and report an absence
or very low frequency of EGFRVIII m HNSCC (Table 1)
[72-74].

2.1.4. Protein Nuclear Translocation

The first discovery of nuclear translocation was observed
i hepatocyte regeneration studies m the last decade [75].
Additionally, EGFR internalization and nuclear translocation
has been demonstrated m different healthy tissue types such
as the uterus of pregnant mice and mouse embryos [76]. The
classic EGFR translocation mechanism occurs in proteins
containing nuclear localization sequences (NLS) that interact
with mmportm o/p protein, which mediates interactions with
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the nuclear pore complex (NPC) [77]. Subsequently, EGFR
nuclear localization is correlated with increased cellular pro-
liferation, supporting the role of EGFR as a transcription
factor of cyclin D1 genes [78] that mediate synthesis of pro-
Liferatng cell nuclear antigen (PCNA), which 1s a DNA po-
lymerase delta cofactor [79]. Over the last decade, several
studies have suggested that, nuclear expression of EGFR
may be an mmportant molecular determinant of resistance to
cetuximab therapy [80]. Specifically, EGFR nuclear translo-
cation was evaluated mn a cefuximab-resistant cell line that
demonstrated increased nuclear localization of EGFR, medi-
ated by the Yes and Lyn proteins which belong to Src famuly
kinase fanuly [81]. Furthermore, a non-mvasive methodol-
ogy to monitor the response to EGFR-inhibitor treatment has
been tested in mice with HNSCC xenografts using [64] Cu-
cetuximab-F(ab")2, an EGFR-dwected PET tracer [82] or
(111) In-cetuximab-F(ab")(2) [83]. An expermmental ap-
proach observed that EGFR nuclear translocation 1s associ-
ated with DNA-PKcs in DNA repair after exposure to cis-
platn or 10mizing radiation (IR), and 15 required for the repair
of DNA damage [84]. The role of EGFR fraffic has been
associated with HNSCC resistance to multunodal therapy.
The use of radiolabeled EGFR-inhibitors may be an efficient
tool to monitor clinical response [85].

3. EGFR INHIBITORS

Due to the central role of EGFR in several tumors, the
scientific community and pharmaceutical companies de-
signed agents that could specifically inhibit EGFR. Two ma-
jor strategies were developed: monoclonal antibodies
(mAbs) and small molecule tyrosine kinase inhibifors
(TKIs).

3.1. Monoclonal Antibodies

Cetuximab (Erbitux®, Bristol-Myers Squibb; New York,
NY.) 1s a chimeric human-murme monoclonal antibody that
binds competitively to EGFR. Cetuximab 1s 152 kDa, made
up of four polypeptide chains: two heavy (lambda) chamns
(449 amuno acids) and two light (kappa) chams (214 amino
acids). Both chains contam one and two consensus sequences
for N-linked glycosylation [86]. Cetuximab prevents stimula-
tion by EGF and TNF-u endogenous ligands, disrupting m-
tracellular signaling [87]. Blocking this receptor reduces
proliferation, metastasis, angiogenesis and increases apopto-
sis levels [88]. In February 12, 2004, the Food and Drug
Adnunistration (FDA) approved cetuximab in combination
with irinotecan, for the treatment of metastatic colorectal
carcinoma in patients refractory to irinotecan-based chemo-
therapy [89]. In 2006, cetuximab was approved by the FDA
[90] for the treatment of LAHNSCC and is so far the only
anti-EGFR agent for its treatment in combmation with radia-
tion and chemotherapy, or as a monotherapy for recurrent,
metastatic HNSCC that is unresponsive to platinum-based
chemotherapy [36].

In the Phase III EXTREME trial, patients with recurrent
or metastatic HNSCC were treated with a chemo/cefuximab
combination had prolonged overall survival rates compared
with patients freated with chemotherapy alone (median 10.1
versus 7.4 months, HR for death 0.80, 95% CI 0.64 to 0.99)
[91]. However, mn Eastern Cooperative Oncology Group
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Study phase III, patients with metastatic or recurrent HNSCC
were randomized to cisplatin plus placebo or cisplatin plus
cetuximab. Progression-free survival (PFS) and overall sur-
vival (OS) were not sigmficantly improved [92].

Panitumimab (Vectibix®, Amgen, Thousand Oaks, CA,
USA) 15 anti-EGFR monoclonal antibody that has been
evaluated as an adjuctive therapy to traditional chemotherapy
(cisplatin and 5-fluorouracil) m HNSCC patients. However,
a Phase III study (SPECTRUM trial) did not show and im-
provement in OS in patients with recurrent or metastatic
HNSCC, but did show an improvement i PFS and had an
acceptable toxicify profile [93]. Another study demonstrated
that among patients with a positive HPV status, as assessed
by pl16 immunohisstochemustry, showed increased PFS after
treatment with cisplatin and fluorouracil plus panitumumab.
Therefore, the authors suggested that p16 status might be
mmportant considerations in future trials with HNSCC pa-
tients [93].

Currently, clinical trials are using the combination of
panitumumab in combination with other chemotherapeutic
agents. At present, the benefit of combmed panitumumab
and paclitaxel therapy as a first-line treatment 1s being con-
ducted i HNSCC patients (INCT01264328).

Nimotuzumab (TheraCIM, CIMYM Bioscience, Ontario,
Canada) 1s another type of humanized chimeric monoclonal
antibody. It binds to different epitopes in domain IIT of the
extracellular region of EGFR. Several Phase I, IT and III tr1-
als have been conducted m patients with HNSCC
(NCT01425736, NCT00910117 and NCT00702481). A re-
cent phase II pharmacodynamic trial of mmotuzumab was
conducted in 10 unresectable HNSCC patients and demon-
strated positive results, and also there was no evidence of
skin rashes during 8 weeks of treatment [94]. An advanced
approach is being carried to evaluate the association of nimo-
tuzumab mn combination with DCF (docetaxel, cisplatin and
S-fluorouracil) in recurrent or metastatic HNSCC
(NCTO01425736) [95]. An ongomg Phase II ftrial
(NCT00702481) intends to define the response and toxicities
associated with the addition of nimotuzumab to chemoradia-
tion based on cisplatin for LAHNSCC. Additionally, Nizo-
tumubab plus radiotherapy combination therapy was con-
ducted in 106 advanced HNSCC patients, and showed a sig-
mficant survival improvement for mmotuzumab treated pa-
tients [96].

Zalutumumab (Genmab; Copenhagen, Denmark) 15 a
anti-EGFR. mAb entirely humanized with high-affinity to
EGFR. Twenty eight patients with metastatic/recurrent
HNSCC were treated with zalutummumab and showed a re-
sponse rate of only 7.1% and the most frequently adverse
effects (AEs) reported in Phase I/II studies were infusion-
related reactions, rash/acne, and dyspnea [97]. Furthermore,
286 HNSCC patients resistant to platmum-based chemother-
apy showed a significant improvement mn PFS (p = 0.0012)
when treated with zalutumumab, and a trend m 1mproved OS
(6.7 months vs. 5.2 months m zalutumab vs. control groups,
respectively; HR. 0.77; 95% CI, 0.57-1.05; P = 0.0648) [98].
Zalutumumab has also failed to show increased loco-regional
control and 3-year disease specific or overall survival i an-
other randomized phase III study (NCT00496652). This
study was conducted by the Danish Head and Neck Cancer
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Consortrum (DAHANCA) and aimed to evaluate if concur-
rent treatment with zalutumumab during RT improved out-
comes in patients with HNSCC.

MEHD7945A (Roche, Genentech, South San Francisco,
CA), 15 a mAb agamst EGFR and HER3 that inhibits the
binding of specific ligands dependent on EGFR- and HER3-
mediated downstream signaling [99]. This monoclonal anti-
body has modulated radiation responses in lung and head and
HNSCC. Preclinical studies have demonstrated that
MEHD7945A in combination with radiation is more cyto-
toxic m comparison to individual anti-EGFR or anti-HER3
antibodies using xenograft models. The dual EGFR/HER3
targeting action of MEHD7945A merits further investigation
and chinical trial evaluation [100].

RO5083945 (Roche, Genentech, South San Francisco,
CA) 1s a glyco-engmeered anti-EGFR IgG1 mAb with a hugh
affinity for all FeyRIIla variants. An antibody-dependent
cellular cytotoxicity assay (ADCC) showed mcreased activ-
ity of RO5083945 compared to cetuximab and panitumu-
mab. Preclinical approaches provided steps for the clinical
trial recruitment. The pharmacodynamics mvestigation has
been conducted m patients with KR4S mutated tumors m an
open label multicenter in patients with operable HNSCC
(Data not published; NCT01046266).

Sym004 (MerckKGaA) 1s a novel combimation between
992 and 1024 antibodies, directed agamst different non-
overlapping epitopes m the extracellular domam of EGFR,
with a superior anticancer efficacy compared with existing
mAbs. Additionally, the antibody muixture showed a potent
mhibition of cell growth, efficient inhibition of ligand bind-
mg and also the internalization and degradation of EGFR
[101]. More recently, the efficacy and tolerability of
Sym004, was mvestigated in recwrent and/or metastatic
HNSCC patients (NCT01417936). The results showed mod-
erate anti-tumor activity of Sym004 m patients (reduced dis-
ease progression at 6 months in 12% of patients). In addition,
the safety profile of the Sym004 was comparable to other
anti-EGFR mAbs [102]. For this reason, Sym004 represents
a promuise in treatment of HNSCC patients, mamly those that
are cetuximab-refractory.

3.2. Tyrosine Kinase Inhibitors -TKIs

TKIs are small molecules that can bind directly into the
adenosine triphosphate (ATP) of the tyrosine kinase domain
(TKD), thus nhibiting the mtracellular signaling pathways
[103]. Currently, there are a variety of multi-targeted small
molecule tyrosine kinase mhibitors under mnvestigation in
Phase II and I trials in different HNSCC therapeutic set-
tings with the potential to significantly modify the approach
to anti-EGFR therapy for HNSCC.

The first TKI approved by the FDA was gefitinib (Ir-
essa®, AstraZeneca, Inc.) for use in non-small-cell lung can-
cer (NSCLC) [104]. A Phase II study showed a tolerable
cytotoxic action rate and a response to neoadjuvant treatment
m 18% of 22 HNSCC patients [105]. Furthermore, the re-
sponse rate (RR) was 10.6%, median OS was 8.1 months,
and 1-year OS rate was 29.2% in HNSCC patients (n = 52)
with metastatic or recurrent disease and tolerable levels of
AFs were reported [106].
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Erlotimb (Genentech; South San Francisco, CA), also
known as Tarceva,® is a TKI FDA-approved as a first-line
treatment for NSCLC for patients with exon 19 deletions or
exon 21 (L858R) EGFR mutations [107]. A Phase II study
conducted recently with 21 HNSCC patients, showed an
increase of 63% m overall survival and few adverse events,
after treatment with erlotmib, cisplatin and radiotherapy
[108]. In recent years, these climical studies have supported
use of erlotinib with other chemotherapeutic agents by dis-
playing an improvement in overall survival and acceptable
levels of toxicity [109-111]. The effect of erlotinib mono-
therapy in combination with radiotherapy has been proposed
as a Phase I/IT trial (NCT00442455). So far, there is no pub-
lished data on cytotoxicity and clinical effects of this combi-
nation. Everolimus, an inlibitor of mammalian target of ra-
pamycin (mTOR), was combined with erlotinib in a clinical
trial of patients with metastatic platinum-resistant HNSCC.
This approach was based on the frequent activation of the
mTOR pathway in HNSCC. Unfortunately, the trial showed
little benefit, with a modest influence on immunosuppression
and tumor growth [112]. Currently, a Phase II clinical frial is
bemg conducted to evaluate the effect of docetaxel and cis-
platin combination with or without erlotinib, and 1s currently
recruiting participants (NCT01064479).

Lapatimb (GlaxoSnuthKline Inc.) also known as Tykerb®
1s a reversible TKI with high affiity for the EGFR and HER2
receptor. Recently, this chemotherapy received FDA approval
m combmation with letrozole for patients with estrogen recep-
tor and HER2, and m combmation with capecitabine
(Xeloda®) for patients with advanced breast cancer [113],
Few studies have evaluated lapatimib alone or in combination,
which may be explained by the low rate of HER2 receptor
expression in HNSCC tumors [114]. However, there is evi-
dence that the use of lapatinib prolongs tumor stabilization of
salivary glands tumors at approximately 6 months (36% - 62
patients) [115] and that combination with chemoradiotherapy
mereased the 6 month complete response rate post-
chemoradiotherapy [116]. Currently, there 15 one Phase I trial
(NCI200901492) using the combmation of lapatiiib with
capecitabine. Study objective nclude the evaluation of OS,
PFS response rate, toxicity and quality of life. The THY-
HARD (NCTO01711658) Phase TI trial 1s recruiting HNSCC
patients and evaluating the additive effects of radiotherapy
plus cisplatin with or without lapatinib. Although lapatinib
was mitially considered a pronusing drug to freat HNSCC, a
study testing adjuvant lapatinib i high-risk HNSCC after sur-
gery was terminated early by the sponsor when outcomes be-
tween the placebo and lapatinib arms were not observed to be
different (data not published; NCT00424255).

4. RECENT PATENTS (NEW GENERATION OF TKIs)

A vartety of TKIs have been developed m recent years,
and many of them tested m pre-clinical studies that show
promising resulfs agamnst various tumor types. However, use
1s not approved for clinical use yet. Our review draws atten-
tion to promusing chemotherapeutic agents m the treatment
of HNSCC.

CUDC-101 (Curis, Inc.) 7-(4-(3-ethynylphenylamino)-7-
methoxyquinazolin-6-yloxy)-N-hydroxyheptananude 15 a
recently discovered reversible TKI that has multiple molecu-
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lar targets (EGFR, HERZ and HDAC). A preclimical trial
demonstrated mcreased anti-proliferative activity of CUDC-
101 m HNSCC cell lines, when compared to exposure with
erlotinib, lapatimib or vormnostat combination [117]. Re-
cently, a Phase I trial, was conducted in twenty-five patients
with advanced solid fumors who received meremental doses
of CUDC-101. Preliminary evidence of anfitumor activity
was demonstrated with good tolerance levels [118]. Addi-
tionally, a Phase I trial was conducted in HNSCC to mvesti-
gate the safety and pharmacokinetics of CUDC-101 in com-
bination with cisplatin and radiation (data not published)
(NCT01384799).

Icotinib (Zhejiang Beta Pharma Inc.)[1.4,7.10] tetraoxa-
cyclododecino[2,3-g]qunazolin-4-anune, N-(3-
ethynylphenyl)-7,8,10,11,13,14-hexahydro targets wild type
and mutated EGFR variants (L858R, L861Q, T790M). The
in vitro approach showed an increased anti-proliferative ef-
fect in A431 cell lines, while in in vive studies, an antitumor
effect was observed in nude nuce of human fumor-derived
xenografts [119]. Icotinib clinical trials, conducted m pa-
tients with advanced NSCLC, showed positive clinical anti-
tumor activities and acceptable toxicity in monotherapy or in
combination [120, 121]. Although there are several clinical
trials m other solid tumors such as NSCLC, esophageal and
pancreatic cancers, there 1s only one Phase II clinical trial
that 1s active but not recruiting patients with advanced naso-
pharyngeal carcinoma to evaluate the icotinib efficacy as a
monotherapy (NCT02328261).

Trreversible TKIs covalently bind to a phosphorylation-
specific site mn the intramembrane portion of their target,
blocking the phosphorylation and subsequent activation of
mtracellular pathways. This class of molecules 15 known as
the second-generation mreversible tyrosine kinase inhibitor
and some irreversible TKIs are i advanced stages of clinical
and preclinical testing approaches.

Afatimb (Gilotrif®, Boehringer Ingelheim, Inc )((E)-N-
[4-(3-chloro-4-fluoroanilino)-7-[(3S)-oxolan-3-
yl]oxyquinazolin-6-y1]-4-(dimethylamino)but-2-enamide
[122] (Fig. 2A) 1s an ureversible HER family mhibitor that
targets EGFR, HER-2, and HER-4. The FDA approved
afatinib as a first-line treatment of NSCLC patients with
exon 19 deletions or exon 21 (L858R) EGFR nmtations
[123]. After promusing results in NSCLC patients, a Phase
IT chnical trial (LUX-Head&Neck) 1s being conducted in
HNSCC patients to compare the efficacy and safety of
afatimib as an adjuvant therapy for patients who have re-
cerved definitive, concurrent cisplatin-based chemoradio-
therapy. A recent phase II multicenter trial (NCT01538381),
evaluated the mtervention of the pre-operative activity of
afatmib vs. nonfreatment in HNSCC. Prelinunary results
demonstrated a tumor volume reduction assessed by FDG-
PET (18F-fluorodeoxyglucose-positron emission tomogra-
phy). The association of afatinib and other chemotherapeutic
agents has been evaluated m a clinical frial III
(NCT01721525) mvestigating a new chemotherapy regimen
based on two oral drugs and two intravenous drugs (Afatinib,
Ribavirin and Carboplatin/Paclitaxel). The efficacy and
safety of afatinib was recently demonstrated in the LUX-
Head&Neck 1 trial. This 1s a Phase III, randomized, open-
label trial (NCT01345682) that evaluated afatinib efficacy
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and safety vs. methotrexate in 483 patients with recurrent or
metastatic HNSCC after platinum-based therapy. Afatinib
showed a significant increase m PFS (p = 0-030). Moreover
it had a tolerable side effect profile [124].

AST1306 (Allist Pharmaceuticals Inc), N-[4-[3-chloro-
4-[(3- fluorophenyl)methoxy]anilino]quinazohn-6-y1]prop-2-
enamide (Fig. 2B), also known as Allitinib®, 15 a potent anti-
EGFR with mreversible action. In addition, 1t has an affinity
for other EGFR fanuly member protems (HER2 and HER4)
and exhibits significant antineoplastic activity in vitro and in
vive [125]. A recent clinical trial conducted 1 patients with
solid tumors showed a prelinunary anti-tumor effect and
stable disease for=6 months in 7 patients (ChiCTR-ONC-
10000893). Despite these promismg results, AST1306 has
not been tested m head and neck cancer patients.

PF-00299804 (Dacomitinib®, Pfizer Inc.) (E)-N-(4-(3-
chloro-4-fluorophenylamino)-7-methoxyquinazolin-6-yl)-4-
(piperidin-1-yhbut-2-enamide (Fig. 2C) 1s an irreversible
pan-Her inhibitor with cytotoxicity activity i tumor
xenograft models that express HER family members, and
efficient inhibition in double EGFR (L858R/T790M) muta-
tion [126]. Recently, a phase II trial showed positive results
m metastatic HNSCC, m which 57% of patients (36/69)
maintained stable disease and treatment had acceptable tox-
icity levels (NCT01737008) [127].

EKB-569 (Wyeth Inc.), (E)-N-(4-(3-chloro-4-fluorophen-
ylamino)-3-cyano-7-ethoxyquinolin-6-yl)-4-(dimethylamino)
but-2-enamide (Fig. 2D), also known as Pelifinib,® 15 an
ureversible EGFR. mhibitor that has shown potential anti-
neoplastic effects in solid fumors [128]. Recently, a Phase I
trial was conducted to determine the dosing for acceptable
toxicity levels and induced therapy responses of EKB-559
[129]. Pre-clinical studies, using squamous cell carcinoma
suggest that EKB-569 increases sensifivity to radiotherapy
[130]. At present, no clinical trial has been conducted in
HNSCC patients.

CNX-2006, (Clovis Oncology, Inc.) N-[3-[[2-[4-[[1-(2-
fluoroethyl)azetidin-3-yl]Jamino]-2-methoxyanilino]-5-(trifl-
uworomethyl)pyrimidin-4-ylJamino]phenyl]prop-2-enamide
(Fig. 2E) 15 an ureversible EGFR mhibitor that inhibits acti-
vating mutations of EGFR with high affinify as well as cells
harbormng the T790M mutation [131]. Although, in mitial
stages few studies have been conducted with CNX-2006 1n
HNSCC models, we believe that clinical trials will soon fol-
low due to 1ts EGFR inhibitory potential.

AZD9291, (AstraZeneca. Inc.) N-[2-[2-(dimethylamino)
ethyl-methylamino]-4-methoxy-5-[[4-(1-methylindol-3-y1)-
pyrimidin-2-ylJamino]phenyl]prop-2-enamide 1s a potent
wreversible mutant-selective EGFR inhibitor also known as
Osimertinib (Fig. 2F). Initially clinical trials with this inhibi-
tor demonstrated a clinical benefit m lung cancer patients
with a L858R/T790M EGFR mutation [132]. In November
2015, AZD9291 (Tagrisso™) was approved by the FDA for
the treatment of patients with metastatic EGFR T790M mu-
tation-positive NSCLC that was resistant to first-generation
EGFR TKI therapy [133]. However, our search for this re-
view did not any clhinical and preclinical approaches in head
and neck cancer. Due fo ifs potent EGFR wild-type mnhibi-
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Fig. (2). Irreversible anti-EGFR molecules with therapeutic potential in head and neck cancer. A- Afatinib (Gilotrif* - Boehringer Ingelheim
Pharmaceuticals, Inc. B- Allitinib (Allist Pharmaceuticals, Inc.); C- PF-00299804 (Dacomitinib® - Pfizer Inc); D- EKB-569 (Pelitinib® -
Wyeth Inc.); E- CNX-2006 (Clovis Oncology, Inc.); F- AZD9291 (AstraZeneca); G- CO-1686 (Rociletinib® - Clovis Oncology, Inc.)

tory action [134], AZD9291 may be a promising candidate in
head neck cancer therapy.

C0-1686 (Clovis Oncology, Inc.) 2-propenammde, N-[3-
[[2-[4-(4-acetylpiperazin-1-y1)-2-methoxyanilino]-5-(trifluo-
romethyl)pyrimidin-4-ylJamino]phenyl]prop-2-enamide, also
known as Rociletinib,® (Fig. 2G) is an irreversible inhibitor
of EGFRwt and mutant-selective EGFR. The TIGER. I, 1T
and IIT trials are recruiting patients with EGFR-mutated,
advanced NSCLC after failure of at least one previous
EGFR-directed TKI. The most recent clinical studies con-
ducted in NSCLC patients treated with CO-1686 showed a
positive tumor response and sustained disease control [135].
Although, CO-1686 has been demonstrafing promusing re-
sults m preclinical models, no clinical trial has been con-
ducted m HNSCC.

Fmally, EGFR antisense (EGFR AS) has been used in
experimental models to evaluate its ability to inhibit the pro-
liferation of HNSCC cell lines [136]. Thus approach consists
of mnoculating EGFR antisense that bmds to specific
mRNAs to mterfere with the endogenous expression of
EGFR. EGFR antisense results m a dysfunctional, mature
protein, thereby reducing the activity of the ligand-binding
domamn and the kinase domamn [136]. In nude mice
xenografts, ntratumoral plasmids that were mjected with
antisense EGFR sequences showed reduced tumor volumes
when compared with the control group [137]. Subsequently,
mtralesional mjections of EGFR liposomal antisense gene
therapy m normal mice showed tfolerable toxicity levels
[138]. Based on the results, 17 patients with LAHNSCC
were freated with intratumoral EGFR AS mjections and afa-
vorable clinical response was observed 1n (5/17) of patients
(29%) [139].

5. PREDICTIVE BIOMARKERS TO
THERAPY IN HNSCC

Currently, the only anti-EGFR drug approved for
HNSCC 1s cetuximab/panitumumab. A focus of great inter-
est has been on the identification of predictive biomarkers of

ANTI-EGFR

clinical response to these drugs [140, 141]. Despite this ra-
tionale, a large body of evidence has showed that alteration
of EGFR (protein overexpression, gene amplification) were
not associated with patient response [141]. Intracellular
pathways regulators, particularly, activating mutations of
KRAS oncogene, were associated with mABs response [142].
The oncogene KRAS, drives signal transduction downstream
of transmembrane receptor tyrosine kinases, especially the
EGF receptor. However, KR4S mutations result mn incessant
activation of the infracellular RAS/MAPK/PIK3CA pathways,
resulting in increased cell proliferation and survival, neoplas-
tic transformation, cell migration and metastasis [143]. Hot-
spot KRAS activating mutations are recogmized as strong
predictors of resistance to EGFR-mAbs (cetuximab or pani-
tumumab) 1n metastatic colorectal cancer (MCC) [142, 144,
145]. In the last few decades, some in vifro findings have
associated the low response rate to mAbs with an overex-
pression of the PIK3CA/AKT/mTOR pathway [146]. A
seminal retrospective study of MCC showed that KRAS,
BRAF, NRAS, and PIK3C4 exon 20 mutations were signifi-
cantly associated with a low cefuximab response rate [147].

In HNSCC, no predictive molecular marker of response
to anti-EGFR agents is known. KR4S mutations are very rare
(< 1%), while EGFR mutations represent less than 5% of
HNSCCs [24]. Thus, the mutational status of EGFR and
ERAS genes are not useful tools for predictmg response to
mAbs, due to low frequencies [148]. In HNSCC, other al-
terations may be associated with patient response, such as
ligand levels, which have been associated to a few response
rates for EGFR therapies. In vifro approaches imn HNSCC cell
lines, showed that the detection of values > or = 20pmol/L of
amphiregulin are associated with mereased efficiency of
cefuximab and gefitinib, when compared to cell lines that
have low amphiregulin expression [149]. These in vifro find-
mgs were observed m 47 patients with HNSCC m which
high expression of amphiregulin demonstrated significantly
shortened OS (HR: 2.2, p = 0.002) and PFS (HR 22, p =
0.019), compared with patients with low expression scores
[150]. Other ligands such as HRG, have shown that signifi-
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cantly increased levels of expression in HNSCC patients is
preferably associated with HER3 activation and defines a
biologically distinct subset of patients, with a positive corre-
lation with cefuximab/cisplatin response [151].

TGF-a overexpression, was implicated i cetuximab re-
sistance in cell lines [152]. Interestingly, the whole expres-
sion profile of xenograft models using cetuximab-resistant
colorectal cancer cell lines showed that phosphorylated MET
was detected 1 resistant cell lines. The authors associate the
mcrease in MET phosphorylation levels with TGF-ua overex-
pression [152]. Regarding HNSCC, TGF-p overexpression 1s
related to de nove and acquired resistance to EGFR-fargeted
mADbs, and supply a rationale for TGF-B combmation thera-
ples [153].

Another hypothesis suggests that, EGFR nuclear translo-
cation 1s mediated by the Scr kinase fanuly and overexpres-
sion of HER ligands (EGF, ARG, HB-EGF) leads to a
cefuximab-resistant phenotype [79]. In HNSCC, EGFR nu-
clear translocation is associated with cetuximab/radiation
therapeutic response. In this study, HNSCC cell lines treated
with this combination showed elevated levels of nuclear
EGFR and consequently a resistance phenotype, while
Dasatinib therapy combination can inhibit EGFR transloca-
tion and restore cetuximab sensitivity [154].

5. CURRENT & FUTURE DEVELOPMENTS

EGFR mhibitors represent a class of chemotherapeutic
agents with pronusing results in monotherapy or m combina-
tion with other anticancer agents. HNSCC tumors frequently
exhibit very high expression of EGFR and anti-EGFR, and
Cetuximab 1s the only targeted therapy approved for HNSCC
treatment. However, a subgroup of HNSCC patients demon-
strate a response fo cefuximab monotherapy, although the
underlying mechanisms of this response remam ill-defined
and there is no biomarker to predict responders.

The studies reported mn this review reveal the potential of
the newest generation of tyrosine kinase mhibitors, which are
mamly being designed for the effective inhibition of the
EGFR and other tyrosine kinase receptors simultaneouslys.
Moreover, the development of multi-targeted therapies and
ureversible anti-EGFR mhibitors reveals new perspectives in
clinical trials and fufure treatment regimens. Third-
generation EGFR mhibitors, mclude afatimb, and 1s currently
being tested in HNSCC patients. The multi-modality treat-
ment adopted in HNSCC frequently unpacts quality of life
due to extensive surgeries and toxicifies related to ntensive
chemo-radiation approaches. Targeted therapies are becom-
mg increasingly adopted for the treatment of various tumor
types due to thewr ability to adopt efficient and selective
mechamsms of action, which limits cytotoxicity when com-
pared to conventional chemotherapeutic agents. Thus, the
evaluation of new generation tyrosine kimnase mhibitors in
clinical trials, which mecludes HNSCC patients, and the
search for molecular markers that predict sensitivity to these
drugs, are of great importance to successfully improve the
treatment of these patients.
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Abstract

Background The epidermal growth factor receptor (EGFR) is
a member of the HER family of growth factors that activates
several intracellular signaling pathways promoting prolifera-
tion and survival. EGFR over-expression is frequently associ-
ated with gene mutation or amplification, thereby constituting
a major target for molecular therapies. Recently, a new gener-
ation of EGFR inhibitors has been developed with pan-HER
properties and irreversible actions. Allitinib® (AST1306) is an
orally active, highly selective irreversible inhibitor of the HER.
family of receptor tyrosine kinases with promising efficacies.
In the present study we aimed to investigate the cytotoxicity of
allitinib in a large panel of human cancer-derived cell lines and
to correlate its efficacy to the mutational status of the EGFR,
KRAS, BRAF, PI3KCA and PTEN genes. In addition, we
aimed to evaluate the functional role of KRAS mutations in
the response to this new inhibitor.
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Resuits In total 76 different cancer-derived cell lines,
representing 11 distinct histological types, were analyzed
and classified into three groups: highly sensitive (HS), mod-
erately sensitive (MS) and resistant (R). We found that 28
(36.8 %) cancer-derived cell lines exhibited a HS phenotype,
19 (25.0 %) a MS phenotype and 29 (38.1 %) a R phenotype.
Allitinib showed a stronger cytotoxicity in head and neck,
esophageal, melanoma and lung cancer-derived cell lines.
‘We found that KR4S mutations were significantly associated
with the R phenotype. To substantiate these results, an
allitinib-sensitive lung cancer-derived cell line (H292) was
transfected with plasmids carrying the two most common ac-
tivating KRAS mutations (p.G12D and p.G12S). We found
that both mutations reverted the allitinib-sensitive phenotype
in these cells.

Conciusions The current study represents the largest in vitro
assessment of allitinib cytotoxicity performed to date.
Through this study, we identified cancer types that could
potentially benefit from this drug. Additionally, our findings
suggest that prevalent KRAS mutations constitute potential
predictive biomarkers for allitinib response.

Keywords EGFR inhibitor - Allitinib - /n vitro screening -
KR4S mutation

1 Introduction

EGFR is a receptor tyrosine kinase (RTK) belonging to
the HER family of growth factor receptors, which encom-
passes four representative members: EGFR (ErbB1/
HERI1), HER2 (ErbB2/neu), HER3 (ErbB3) and HER4
(ErbB4) [1]. These RTKs bind distinct ligands, such as
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EGF (epidermal growth factor), amphiregulin,
betacellulin, epiregulin, neuregulin, heparin-binding EGF
and transforming growth factor alpha (TGF-o) [1. 2].
Under normal conditions, when RTKs are stimulated by
their ligands, receptor dimerization and autophosphoryla-
tion take place, leading to downstream activation of intra-
cellular signaling pathways, mainly the RAS/RAF/MEK/
ERK and PI3KCA/AKT pathways, promoting among
others cellular proliferation and survival [3, 4].

EGFR over-expression oceurs in most solid tumors, includ-
ing colorectal cancer [5], lung cancer [6], head and neck squa-
mous cell carcinoma [7], pancreatic cancer [8], breast cancer
[9] and glioma [10, 11]. In umor cells, anomalous EGFR
activation may occur through several mechanisms, including
EGFR gene amplifications [12, 13], the occurrence of activat-
ing mutations in the extracellular or tyrosine kinase domains
[14-16] or by autocrine/paracrine signaling mechanisms [13].
Anomalous EGFR activation may have an impact on tumor
cell behavior and, as such, be implicated in metastatic disease
and a poor prognosis [17].

Due to its paramount relevance to cancer, several ther-
apeutic strategies targeting the EGFR have been devel-
oped during the past decade [I8, 19]. The two main
anti-EGFR options currently used in clinical practice are
small molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs) and
monoclonal antibodies [20]. TKIs such as gefitinib
(Iressa®) or erlotinib (Tarceva®) are being used in the
treatment of patients with non-small cell lung cancer
(NSCLC) and metastatic head and neck cancer [21].
Both inhibitors are employed as first-line therapy in
EGFR mutated NSCLCs [14]. Second-generation TKIs
consist of small molecules with irreversible actions in tar-
get tyrosine kinase domains. In addition, some of these
molecules, such as afatinib (Gilotrif®, Boehringer
Ingelheim Pharmaceuticals), a recently US FDA approved
agent for the treatment of patients with NSCLC refractory
to gefitinib or erlotinib, and which can target wild-type
EGFR, mutant EGFR (L858R)(L858R/T790M) and
HER2, have the ability to inhibit various molecular targets
[22, 23]. The US FDA approval of afatinib was based on
the observed increase in progression-free survival (PFS)
in a multi-center, international clinical trial performed
with NSCLC patients, which confirmed the activity of
afatinib as first-line therapy in EGFR mutated patients
[24]. Afatinib has been included in several clinical trials
for other solid tumors, such as head and neck squamous
cell carcinomas and breast cancers [25].

Allitinib (Shanghai Allist Pharmaceuticals, China), also
known as AST 1306, is similar to afatinib a potent ireversible
EGFR inhibitor [26]. Allitinib is an anilino-quinazoline com-
pound that has been reported to inhibit EGFR and other mem-
bers of the HER family, such as HER2 and HER4 [26]. A
recent phase I clinic trial has assessed the safety,
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pharmacologic tolerance and anti-tumor effects of allitinib in
patients with breast and lung cancer [27].

Several studies have intended to identify potential pre-
dictive biomarkers for anti-EGFR responses [28]. The ma-
jority of mutations arising in the tyrosine kinase domain
of the EGFR are associated with positive responses to
erlotinib- and gefitinib-based therapies [29]. However, it
has been reported that secondary EGFR mutations, mainly
T790M, may elicit acquired resistance to EGFR tyrosine
kinase inhibitors in NSCLC [30]. In other tumors, such as
metastatic colorectal carcinoma, KRAS mutations serve as
main predictive biomarkers of resistance to anti-EGFR
monoclonal antibodies, such as cetuximab and
panitumumab [31]. Moreover, mutations in the BRAF,
NRAS and PIK3CA (exon 20) genes have been associated
with low response rates to these therapies [32].
Mechanisms of de novo resistance were also identified
in vitro by secondary activation of the interleukin-6 recep-
tor (IL-6R)/JAK1/STAT3 signaling pathway via autocrine
[L-6 secretion [33]. Ongoing trials continue to investigate
anti-EGFR therapies in various treatment settings but, due
to sensitivity and resistance complexities, the underlying
mechanisms have remained unclear.

In the current study, we investigated the efficacy of
allitinib in a large panel of 76 cancer-derived cell lines,
and correlated drug response rates with the mutational
statuses of the EGFR, KRAS, BRAF, PI3KCA and PTEN
genes. [n addition we assessed the role of KR4S mutations
(G12D and G128S) as putative predictive biomarkers for
the response to allitinib.

2 Methods
2.1 Cell culture and reagents

In total 76 different human cancer-derived cell lines were
included, representing 11 solid tumor types, i.e., 7 head
and neck, 4 esophageal, 9 melanoma, 12 glioma, 8 colon,
4 pancreatic, 6 breast, 3 prostate, 4 bladder, 15 lung and 4
cervical cancer-derived cell lines. The cell lines were
maintained in RPMI-1640 or DMEM (GIBCO) medium
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS,
GIBCO) and 1 % penicillin and streptomycin (SIGMA)
at 37 °C in a humidified 5 % CO- atmosphere. Further
details on the culture conditions and the origins of the cell
lines are provided in Supplementary Table 1 [34—41].
A 10 mM stock of the EGFR-specific tyrosine kinase
inhibitor (TKI) allitinib (Selleck Chemical, Houston, TX,
USA) was prepared and stored at —20 “C. Next, the drug
was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSQ) at various in-
termediate concentrations and stored at —20 °C until use.
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2.2 Cell viability (MTS) assay

The cytotoxic effects of the EGFR inhibitor allitinib were
determined using a Cell Titer 96 Aqueous cell prolifera-
tion assay (MTS assay, PROMEGA, Madison, WI, USA).
To this end, the cells were plated in 96 well plates (max-
mum le[)sfwe]]) and allowed to adhere overnight. The
seeding density of each cell line varied (Supplementary
Table 1 and [42—49]) in order to assure that cells did not
reach confluence during the drug treatment and to allow a
uniform MTS measurement. A representation of the dis-
tinct proliferation and survival kinetics of the cell lines
tested is depicted in Supplementary Fig. 1.
Subsequently, the cells were treated with increasing con-
centrations of allitinib in culture medium (serum-free) for
72 hours. In order to assess the cytotoxicity of allitinib,
the treated cells were incubated with MTS reagent after
which the absorbance was measured using an automatic
microplate reader (Varioskan, Thermo) at 490 nm. The
results were expressed as percentages relative to control
(DMSO treated) cells. The ICs, concentrations were cal-
culated through nonlinear regression analyses using
GraphPad Prism software version 5. To uniformly classify
the cell lines, growth inhibition (GI) values were deter-
mined. Mean GI values were established at a fixed dose of
1000 nM (100 % - percentage of viable cells at this dose),
and the cell lines were scored as highly sensitive (HS) if
GI=60 %, moderately sensitive (MS) if GI 40-60 % and
resistant (R) if GI<40 %, as previously described using
the formula: living cells (%) at 1000 nM - 100 (%) [50].
All the assays were performed in triplicate and repeated at
least three times.

2.3 Gene mutation analyses

Mutation analyses of the EGFR hotspots (exons 18, 19,
20 and 21), the KRAS codons 12/13 and 61 and the NRAS
codons 12/13 and 61, were performed by direct targeted
sequencing as previously described [9, 51, 52]. Briefly,
PCR was carried out in a final volume of 15 pl containing
50 ng DNA, 10 uM forward and reverse primers and 7,
5 wl HotStar master mix (Qiagen, Hilden, Germany) fol-
lowing the protocol proposed by the manufacturer. The
cycling parameters used were: denaturation at 96 °C for
15 minutes, followed by 40 cycles of 96 °C for 45 seconds
and 58 °C for 45 seconds for EGFR, 55.5 °C for 45 sec-
onds for KRAS, 72 °C for 45 seconds for NRAS and, in all
cases, a final extension at 72 °C for 10 minutes using a
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA). The resulting PCR products were puri-
fied using EXOSAP-IT (Affymetrix, USB) and subjected
to direct sequencing using an ABI PRISM BigDye
XTerminator in conjunction with a BigDye XTerminator

purification kit (Applied Biosystems). The analyses were
performed using the Genetic Analyzer ABI PRISM 3500
and SeqScape version 2.7 software packages (Applied
Biosystems). To retrieve additional mutation profiles we
used information from the Roche Cancer Genome
Database (Mutome, DB) [53] for the BRAF, PIK3CA
and PTEN genes.

2.4 Authentication of the cell lines

Authentication of all cell lines was performed by short tandem
repeat (STR) DNA typing according to the International
Reference Standard for Authentication of Human Cell Lines
using a panel of 8 STR loci (D5S818, D13S317, D7S820,
D168539, viWA, THO1, TPOX and CSF1P0) plus gender de-
termination (AMEL) using fluorescent labeling primers as
reported by Dirks et al. [54]. Briefly, 50 ng DNA was ampli-
fied by a multiplex PCR reaction in a total volume of 10 pul
using a Qiagen multiplex kit (Qiagen) comprising 0.5 uM of
all fluorescent primer pairs plus 1 pM of THOI primer rein-
forcement, using a Veriti® 96-Well Thermal Cycler. The cy-
cling parameters used were: denaturation at 95 °C for 15 min,
followed by 30 cycles of 95 °C for 30 seconds, 55 °C for
1 minute and 30 seconds, 72 °C for 1 second and a final
extension at 72 °C for 30 minutes. The resulting PCR products
were diluted 1:100 in nuclease-free water ultrapure (USB,
Cleveland, USA) supplemented with 0.3 pl internal size stan-
dard 500ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)in
8.7 ul formamide and loaded automatically for capillary elec-
trophoresis using a Genetic Analyzer ABI PRISM 3500
(Applied Biosystems). The analyses were performed using
GeneMapper software version 4.1 (Applied Biosystems).
The genotyping confirmed the identity of all cell lines, with
the exception of U373 and SNB19, which were found to be
sub-clones of the U251 cell line.

2.5 Generation of stable KRAS mutant cell lines

The lung cancer-derived cell line H292 was used to gener-
ate KRAS (p.G12D and p.G12S) mutant cell lines through
transfection of EGFP-KRAS fusion constructs. Briefly,
plasmids pEGFP.C1.KRAS wt, pEGFP.C1.LKRAS_G12D
(GAT) and pEGFP.C1.KRAS G128 (AGT) (Reniguard
Life Sciences Inc.) were transfected in sub-confluent
6-well plates (2.5x10° cells) using Fugene HD
(PROMEGA, Madison, WI, USA) according to the manu-
facturer‘s recommendations. Twenty-four hours after
transfection, positive cell lines were selected in culture
medium containing neomyein (250 pg/ml) during 2 weeks.
After this selection, transfected cells (EGFP-positive) were
enriched by flow cytometry using BD FACSAria II (BD
Biosciences, Bedford, MA, USA). Next, the cells were
expanded in culture flasks. KR4S mutations were
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Table 1 Efficacy of allitinib and mutation status of the cancer-derived cell line panel

Tumor Cellline  Mean IC5,+=SD Mean GI' at Gl Gene mutation status
type (nM)* 1000 nM score
KRAS EGFR NRAS  PIK3CA PTEN BRAF
Bladder 5637 221.23+9.17  844+15 HS WT WT WT NR NR NR
MCR 923.21+1.45 572+25 MS WT WT WT NR NR NR
HT1376  533.73£1107 667+1.5 HS WT WT WT NR NR NR
T24 =1000 T4£1.5 R WT WT WT NR NR NR
Breast MDA- 710.40=4.5 542+8.6 MS  p.GI3D WT WT WT WT p.G464V
MB
231
MDA- 723.43+£4.0 573438 MS WT WT WT pE545A p.L706%7  WT
MB
468
BT20 934.62+6.5 40.0+6.3 MS WT WT WT p.P539R, wT wT
pHI04TR
T47-D =1000 41.7+33 MS WT WT WT p-HIMTR WT WwT
MCF7 =1000 474+3.7 MS  p.GI2ZR WT WT p.E542K WwT WwT
HS578T  =1000 29.0+£1.0 R WT WT WT WT NR WT
Cervical Caski 24.01+£2.41 98.4+0.43 HS WT WT WT p-ES45K WT WT
C33A 101.13+9.87 75519 HS WT WT WT p.R88Q p.RI130%, WT
p.R233*
HeLa =1000 37+1.7 R WT WT WT WT wT wT
SiHa =1000 9.7+46 R WT WT WT WT WT WT
Colon LOVO 100.98 9.9 70.5+6.3 HS pGI3D WT WT WT WT p.G70G
CACO-2 488.54=133  529+23 MS  WT WT WT WT WT NR
SK-COI0 906.00+4.4 544+3.7 MS  p.GI3D WT WT NR NR NR
SW480  =1000 377420 R p.GI2V WT WT NR NR WT
Col115 =1000 445+6.3 MS  WT WT WT WT WT p-V60OE
SW620  =1000 T4£2.0 R p.GI2V WT WT WT WT WT
DLDI =1000 40+6.5 R p.GI13D WT WT NR NR NR
HCT15 =1000 9.1+36 R p.GI13D WT WT p-E545K, wT wT
pD549N
Esophageal Kyse30  386.97=3.5 83.0+8.5 HS WT WT WT WT NR NR
Kyse 70 418.21+2.7 67.7+1.8 HS WT WT WT WT WT NR
Kyse 270 469.67+14.5  65.0+21 HS WT WT WT WT WwT NR
Kyse 410 472.58+7.4 65.0£3.0 HS pGI12C WT WT WT WT NR
Glioma Res259 335.89+4.8 70.2+6.3 HS WT WT WT NR NR NR
SFI88 419.44+7.8 75.7+5.6 HS WT WT WT NR WT NR
GAMG 763.38+9.16  510+7.5 MS WT WT WT WT WwT NR
SNB19 864.95+123  557+47 MS WT WT WT WT p-E24265%15 WT
UW479  931.02=+3.7 48.7+3.7 MS  WT WT WT NR NR NR
SWI088 963.66=119  594+4.1 MS  WT WT WT WT p.R55fs*1  NR
SWI1783 983.25+6.18  504+6.0 MS  WT WT WT WT p.R233* NR
Resl86  =1000 20.7+8.2 R WT WT WT NR NR NR
u2s1 =1000 84+6.0 R WT WT WT WT p.E242f5*15 NR
USTMG  =1000 10+£3.2 R WT WT WT WT p.V54£s*29  NR
U373 =1000 40+1.7 R WT WT WT NR p.E242£*15 WT
KNS42 =1000 13.5+£4.0 R WT WT WT NR NR NR
Head and  SCC-25  207.29=116  75.0%5.1 HS WT WT WT WT WwT NR
neck SCC4 217.68+16.1 884+£1.1 HS WT WT WT WT WT NR
FADU 384.07=19.0 60.7+4.9 HS WT WT WT WT WT NR
JHU13 388.94+154  T0.0+52 HS WT WT WT WT WT NR
JTHU28 =1000 13.7+1.1 R p.G125 WT WT WT WwT NR
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Table 1 (continued)

Tumor Cellline  Mean ICs0+SD Mean GI' at GI Gene mutation status
type (nM)* 1000 nM score
KRAS  EGFR NRAS  PIK3CA PTEN BRAF
JHU12 =1000 17.7+6.1 R WT WT WT WT WT NR
HN13 =1000 28.0+5.2 R WT p-H773Y WT WT WT NR
Lung NCI- 215.01+12.51 81.9+1.54 HS WT L8S8R+T790M WT p.G118D NR WT
H1975
NCI- 310.00+0.70  89.9+0.79 HS WT del 19 WT WT WT WT
H&27
PC9 290.00=0.03 86.6+£0.38 HS WT del 19 WT WT WT WT
SK-MES- 960.13+1045 40.0+3.5 MS  WT WT WT WT WT NR
1
H292 732.02=241 70.3+1.56 HS WT WT WT WT WT NR
LUDLU- 737.5£1.26 84.0+£4.35 HS WT WT WT WT WT NR
1
COR- 980.21+0.16  77.3+1.15 HS WT WT WT WT wWT NR
L105
NCI- 958.00+0.23 70.5+2.12 HS WT WT WT WT WT NR
H2228
SK-LU-1 <1000 33.7+4.1 R p.GI12D WT WT NR NR NR
A549 =1000 97+68 R p.GI12S WT WT WT WT NR
COR-L23 =1000 20.0+2.56 R p.GI2V WT WT WT WT NR
NCI- =1000 38.3+3.05 R WT WT WT WT WT NR
H322
NCI- =1000 56.6£4.50 MS  p.GI2C WT WT WT WT NR
H358
NCI- =1000 33.3+3.78 R p.GI2V WT WT WT WT NR
H727
Calu-3 =1000 45.1+2.81 MS WT WT WT WT WT NR
Melanoma WM9 105.3510.8 694+34 HS WT WT WT NR NR NR
A375 488.46+9.9 67.7+3.5 HS WT WT WT NR NR p-V6ODE
WMB52  551.48+143 69.5+6.5 HS WT WT p.Q6IR WT NR NR
WM793 5833785 68.9+8.0 HS WT WT WT WT NR p.V6OOE
WM1617  649.07+6.8 69.2+49 HS WT WT WT NR NR NR
Colo858  902.48=6.6 47.5+2.1 MS WT WT p.Q61H NR NR NR
Colo679  =1000 34.7+4.1 R WT WT WT WT WT p.V6OOE
SK- =1000 149+93 R WT WT WT WT WT p-V6OOE
MEL37
GRM =1000 104 +6.0 R p.GIZR WT WT NR NR WT
Pancreatic BXPC-3  164.08+9.2 80.0+3.6 HS WT WT WT WT WT p-V487
P492=A
PSN1 =1000 240+3.4 R p.GI2ZR WT NR NR NR NR
PANC1 =1000 344+1.5 R p.GI12D WT NR NR NR NR
MiaPaCa2 >1000 20.0+6.0 R p.GI2C WT WT WT wWT WT
Prostate PNT2 754.45+6.5 53.0+4.8 MS WT WT WT NR NR NR
LNCap =1000 365+2.8 R p.GI2V WT WT NR p.Kofs*4 NR
PC3 =1000 322472 R WT WT WT NR NR NR

*Mean = standard deviation from three independent experiments done in triplicate. ' Sensitivity status was determined by the values of growth inhibition
(GT) at 1000 nM and defined as HS: highly sensitive if GI> 60 %; MS: Moderate Sensitive if GI 40-60 % and R: Resistant if GI <40 %; NR: non-
reported; Mutation status determined in the present study: Mutation status determined by consulting the RCGDB-The Roche Cancer Genome Database

Mutations; normal characters

confirmed by direct sequencing using the primers
hCMV _F: AGCAGAGCTGGTTTAGTGAAC and
KRAS R: CCAAGAGACAGGTTTCTCCATCA. This

approach was chosen in order to directly compare the
effect of allitinib treatment on wild-type KRAS
and p.G12D and p.G12S mutant KRAS cells. For this
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reason, and as previously reported [55], empty vector con-
trols were not included in these assays.

2.6 Viability and cytotoxicity analyses of KRAS mutant cell
lines

To evaluate the effect of KR4S mutations on the sensitivity of
H292 cells to allitinib, MTS assays were performed on the
wild-type and p.G12D and p.G12S mutant cell lines (see
above). To this end, the respective cell lines were seeded in
96-well plates (maximum 5}(103/we]]) and allowed to adhere
overnight. Subsequently, the cells were treated with increasing
concentrations of allitinib diluted in DMEM (serum-free) for
72 hours to allow ICs, determination. Finally, the viability and
cytotoxicity changes were assessed using an ApoTox-Glo as-
say (PROMEGA, Madison, WI, USA) at fixed doses of
allitinib (1 pM and 6 uM) afier 72 hours.

2.7 Statistical analyses

Statistical analyses were performed using SPSS software
(Statistical Package for Social Sciences; SPSS, Chicago, IlL.,
USA), version 19. Associations between response rates to
allitinib and mutation status of the cell lines were performed
using a x2 test. When the xz test assumptions were not met
Fisher’s exact test was used. Single comparisons between mu-
tant KRAS H292 cell lines were performed using Student’s ¢
test, and differences between groups were tested using two-
way analysis of variance (ANOVA). The analyses were per-
formed using GraphPad Prism version 5 and significance
levels were set at p<0.05.

3 Results and discussion

In order to evaluate the therapeutic efficacy of the tyrosine
kinase inhibitor (TKI) allitinib on different solid tumors, we
determined its cytotoxicity by MTS assay after exposing a
panel of 76 human cancer-derived cell lines to increasing con-
centrations of this drug (maximum dose 1000 nM) (Table 1).
By doing so, we observed ICs values in the nanomolar (nM)
range, varying from 24.01+2.41 nM to 980.21+0.16 nM
(Table 1). In 32 cell lines the ICs, values could not be calcu-
lated since they did not reach a 50 % cell viability reduction at
the maximum dose applied (ICs,> 1000 nM). We observed a
wide variation between the 1Cs;, values for each individual
tumor type, hampering clear-cut comparisons among them.
In order to uniformly classify the cell lines according to their
responses to allitinib, we determined growth inhibition (GI)
scores, as depicted in Table 1. According to this classification
we found that 38.1 % (29/76) of the cell lines was resistant,
25.0 % (19/76) was moderately sensitive and 36.8 % (28/76)
was highly sensitive (Table 2 and Fig. 1). The tumor types that
showed high percentages of highly sensitive cell lines were
esophageal cancer (100 %). head and neck cancer (57.1 %),
melanoma (55.6 %), bladder cancer (50 %) and lung cancer
(46.6 %). When considering resistant versus sensitive
(highly + moderate) cell lines, we found that the lung, breast,
melanoma and glioma-derived cell lines were the most
sensitive ones, with lower percentages of cell lines considered
as being resistant. In contrast, we found that pancreatic and
prostate cancer-derived cell lines showed the least effective
responses to the drug (Table 2 and Fig. 1). A representation
ofthe distinct proliferation and survival curves of the cell lines
is depicted in Supplementary Fig. 1.

Table 2 Summary of the

sensitivity status of the cancer- Tumor type N Sensitivity status
derived cell line panel to allitinib
Highly Moderately Resistant-R.
sensitive-HS Sensitive-MS N (%)
N (%) N (%)
Bladder 4 2(50.0) 1(25.0) 1(25.0)
Breast 6 0(0.0) 5(83.3) 1(16.7)
Cervical 4 2 (50.0) 0(0.0) 2 (50.0)
Colon 8 1(12.5) 3(37.5) 4(50.0)
Esophageal 4 4(100.0) 0(0.0) 0(0.0)
Glioma 12 2(16.7) 5(41.7) 5(41.7)
Head and Neck 7 4(57.1) 0(0.0) 3(429)
Lung 15 7 (46.6) 3 (20.0) 5(333)
Melanoma 9 5(55.6) 1(11.1) 3(333)
Pancreatic 1(25.0) 0 (0.0) 3(75.0)
Prostate 0(0.0) 1(33.3) 2 (66.7)
Total 76 28 (36.8) 19 (25.0) 29 (38.1)
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Fig.1 Cytotoxicity profile of 76 cancer-derived cell lines, exposed to the irreversible EGFR inhibitor allitinib. Bars represent cell viability at 1000 nM.
Bar colors represent the GI score classification. Green (HS, Highly Sensitive). Orange (MS, Moderately Sensitive) and Red (R, Resistant)

To identify potential biomarkers for allitinib response, we
assessed the mutation status of 3 major genes involved in the
primary responses to anti-EGFR therapy in solid tumors, ie.,
EGFR, KRAS and NRAS (Table 1). We found that only 4 ofthe
cell lines tested (HN 13, H1975, PC9 and NCI-H827) harbored
mutations in the EGFR gene (H773Y, L858R+T790M and
dell9). Targeted KRAS sequencing revealed 20 mutations in
codon 12/13, across distinct tumor types, with high frequen-
cies in colorectal (6/8 cases), lung (5/10 cases) and pancreatic
(3/4 cases) cancers (Table 1). We also identified 2 melanoma
cell lines (Colo858 and WME852) with NRAS mutations. The
mutation statuses of other important genes (i.e., BRAF, PTEN
and PIK3CA4), as deduced from literature data, are summa-
rized in Table 1.

Our statistical analysis revealed that the mutation status of
the KR4S gene was significantly (p=0.001) associated with
allitinib resistance (Table 3), i.e., the majority of the KRAS
mutant cell lines was classified as allitinib resistant (70 %),
whereas 70.9 % (39/76) of the KRAS wild-type cell lines was
classified as allitinib sensitive (p=0.001; Table 3). No addi-
tional significant associations were found for the other remain-
ing genes (EGFR, NRAS, BRAF, PTEN and PIK3CA)
(Table 3).

In order to substantiate the abovementioned associa-
tion, we stably transfected a KRAS wild-type cell line,
H292, with two plasmids carrying the most prevalent
KRAS mutations (p.G12D and p.G12S) and a control
wild-type plasmid. The mutation status of the resulting
cell lines was confirmed by sequence analysis (Fig. 2a).
As expected, we observed IC5, values of 0.95+0.17 uM
for H292 wild-type (WT), a six times increase of ICsg
(6.56+0.23 uM) in the H292-KRAS-G12D (GAT) and
an eight times increase of ICsy (8.47%0.15 pM) in the
H292-KRAS-G12S (AGT) cells (Fig. 2b). Using a fluo-
rescent assay we found that after 72 hours H292-WT cells
showed a significant decrease in viability at both allitinib

concentrations used (1 uM and 6 uM) compared to the
H292-KRAS-G12D and H292-KRAS-GI12S cells
(p=0.03 and p=0.003) (Fig. 2c). In addition, we ob-
served by cytotoxicity fluorescent analyses inverse pro-
portional relations with the viability profiles, i.e., both
mutant KRAS cell lines exhibited a significantly lower
cytotoxicity compared to the H292-WT cells when ex-
posed to 1 uM and 6 pM allitinib (p=0.005 and
p=0.006, respectively) (Fig. 2d).

Table 3 Correlations between the mutation statuses of the cancer-
derived cell lines and the sensitivity to allitinib
Mutation status N Sensitive Resistant P
HS +MS (%) R (%)
KRAS
wWT 55 39(70.9) 16 (29.1) 0.001
Mutant 20 6(30) 14 (70)
NRAS
WT 73 43 (58.9) 30(41.1) 0218
Mutant 2 2 (100) 0(0)
EGFR
WT 72 43 (59.7) 29 (40.3) 0.543
Mutant 4 3(75) 1(25)
PIK3CA
WT 44 27(61.4) 17 (38.6) 0.448
Mutant 8 7(87.5) 1(12.5)
PTEN
wWT 30 19 (63.3) 11 (36.7) 0.674
Mutant 9 5(55.6) 4(444)
BRAF
WT 25 9(36) 16 (64) 0.095
Mutant 5(71.4) 2(28.6)

N number of cell lines, p x* value, WT wild-type
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Fig. 2 Viability and cytotoxicity analyses of KRAS transfected cell lines

(H292-KRAS-wt; H292-KRAS-G12D and H292-KRAS-G12S). (a).
Electropherogram of KRAS mutant H292 cell lines; (b). Sensitive

Initial preclinical trials have shown that allitinib preferentially
inhibits EGFR and HER2, including the erlotinib/gefitinib resis-
tant EGFR T790M mutant form. The [Csy values obtained in
these trials were equivalent to those of the recently US FDA
approved cancer drug afatinib [26, 56]. Yet, these promising
results were obtained in a limited number of cancer-derived cell
lines [26]. Here, we extended these initial studies to 76 cancer-
derived cell lines corresponding to 11 distinct tumor types. We
found that 29 of the cancer-derived cell lines exhibited a high
rate of resistance to allitinib, independent of the mumor type.
These results thus indicate that the allitinib response is not tumor
type dependent, but rather driven by (anomalous) cellular sig-
naling and genetic mutation profiles. Notably, we observed that
the KR4S mutation status was significantly associated with the
allitinib response. This observation was substantiated through sta-
ble transfection of the KRAS and EGFR wild-type lung cancer-
derived cell line H292 with plasmids carrying two common KRAS
mutations (p.G12D and p.G128S), ie., we found a significant in-
creased resistance to allitinib in both mutant KRAS cell lines.

Interestingly, KRAS mutations are currently the better
surrogate markers for resistance to anti-EGFR monoclonal
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antibody therapies, i.e., cetuximab and panitumumab [28,
57]. KRAS mutation leads to a constitutive active form of
the protein resulting in constant stimulation of down-
stream signaling pathways, such as the MAPK and AKT
pathways, which contribute to cellular proliferation, sur-
vival, neoplastic transformation, migration and metastasis
[58]. The role of mutant KR4S in a cell’s response to
tyrosine kinase inhibitors, such as gefitinib and erlotinib,
is less clear, and its predictive value has been questioned
[59]. For these drugs, the most important biomarkers for
response are mutations in the tyrosine kinase domain of
EGFR, specifically in exons 18, 19, 20 and 21, which
frequently occur in primary lung adenocarcinomas [60].
Among the cell lines studied, we found that four lines
harbored EGFR mutations. The HN13 head and neck
cancer-derived cell line was found to carry a p.H773Y
mutation. This mutation is not known as a hotspot muta-
tion associated with the response of lung cancer cells to
gefitinib/erlotinib. We found that the cell line showed re-
sistance to allitinib. The lung cancer-derived cell lines
PC9 and NCI-H827 both harbor a hotspot in-frame deletion
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ofexon 19 and, accordingly, they showed a sensitive response
to allitinib. In Asian and Northern American populations de-
letions in exon 19 account for 45-50 % of the patients with
non-small cell lung cancer (NSCLC), and they have been
found to be associated with clinical responsiveness to gefitinib
[61]. A recent clinical trial (LUX-Lung 3,6) revealed an ad-
vantage of afatinib over chemotherapy in NSCLC patients
with EGFR exon 19 deletions [62]. Finally, we found that
the lung cancer-derived cell line NCI-H1975 carries a double
p.L858R/p. T790M EGFR mutation. The p.T790M EGFR
mutation is a well-know acquired EGFR mutation associated
with erlotinib/gefitinib resistance [63]. We found that allitinib
exhibited a high efficacy in this cell line. Similar findings were
reported by Xie et al. [26] using NIH3T3 cells engineered to
express the double p.L85S8R/p. T790M EGFR mutation [26].
These authors also suggested that cell lines exhibiting higher
HER2 levels were more sensitive to allitinib.

Allitinib has been entered in a clinical phase I trial for solid
tumors and the results of this trial have recently been pub-
lished [27]. A partial response of patients with breast, lung
and gastric cancer was observed, raising high expectations
[27]. Based on the present work we believe that other cancers,
such as head and neck cancer, melanoma and esophageal can-
cer, may serve as potential candidates for new allitinib-based
clinical trials [64, 65].

In conclusion, the current study represents the largest in
vitro assessment of allitinib cytotoxicity to date. We identified
tumor types that could potentially benefit from this drug and,
importantly, suggest that KR4S mutations constitute a poten-
tial predictive biomarker for allitinib response, thereby consti-
tuting a step forward in the selection of patients that will ben-
efit most from allitinib therapy.
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Abstract

Epidermal growth factor receptor (EGFR) is overexpressed in up to 90% of head and neck
cancer patients. Activating mutations are uncommon and EGFR gens amplification has been
related in 24-58% of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). Cetuximab was the
first monoclonal antibody against EGFR approved for the treatment of locally advanced
HMSCC, however showed limited success with development of acquired resistance. The new
generation of irreversible tyrosine kinase inhibitors targeting HER receptors, such as afatinib
and allitinib, represents a promising therapeutic approach for HNSCC patient's treatment. In
this study, we intent first to determine the cytotoxicity of these inhibitors in comparison with
cetuximab and secondly to identify the potential predictive biomarkers of response to afatinib
and allitinib in a panel of eight HNSCC cell lines. Accordingly to the growth inhibition score
(Gl), allitinib was the most cytotoxic drug, with five cell lines exhibiting resistance to
cetuximab, four to afatinib and three to allitinib. Both therapies did not diminished AKT
phosphorylation levels in HN13 resistant cell line, but in combination with MK2206 {anti-AKT
drug) restored afatinib and allitinib sensitivity. Moreover, when AKTI was silenced, afatinib
and allitinib induced decreased viability and increased cytotoxicity through caspases 3/7
activation. Additionally, in silico analysis of TCGA database showed that AKT1 overexpression
was present in 14.7% (41/279) of HNSCC cases, and was associated with perineural invasion in
advanced stages. In conclusion, allitinib presents a greater cytotoxic profile than afatinib and
cetuximab, and AKT pathway activation modulates allitinib therapy response. Importantly, the
combination of allitinib and afatinib with AKT inhibitor can restore in vitro the response of

resistant cells.



Introduction

Head and neck cancer comprises a
group of malignancies that occurs mainly
within the oral cavity, pharynx, and larynx [1].
This group represents the sixth most commaon
cancer worldwide, with approximately 600,000
new cases diagnosed every year [1]. Squamous
cell carcinoma is the most common (90-55%)
histological type that arises in the mucous
membrane of the upper aerodigestive tract
[2]. The primary risk factors associated with
head and neck cancer incude tobacco use,
alcohol consumption, human papillomavirus
(HPV) infection (for oropharyngeal cancer),
and Epstein-Barr wirus (EBV) infection (for
nasopharyngeal cancer)[2]. Differences in
clinicopathological, maolecular features and
prognoses have been reported in HNSCC
patients HPV-positive and negative [3, 4].

Alterations in the epidermal growth
factor receptor (EGFR) is one of major events
in head and nack sguamous cell carcinoma
(HNSCC) subtype, being overexpressed in 30%
of patients [5]. Despite the high levels of EGFR
overexpression, activating EGFR mutations are
not frequent and EGFR gene amplification is
reported in 24-58% of HNSCC [6-8]. Therefore,
EGFR has become an important therapeutic
target in HNSCC [9]. Several anti-EGFR
therapeutic approaches, such as anti-EGFR

monoclonal antibodies and EGFR tyrosine

kinase inhibitors (EGFR-TKIs), have been
developed and some of them approved for the
treatment of solid tumors [10, 11]. Cetuximab
{Erbitux”, Bristol-Myers Squibb; New York, NY),
a chimeric monoclonal antibody, which
recognizes and binds to the ectodomain of
EGFR, preventing its phosphorylation, was one
of the first successful drugs in cancer [12].
Cetuximab is  currently approved in
combination with radiation for the treatment
of locally advanced HNSCC and in combination
with platinum-based chemotherapy for the
treatment of recurrent andfor metastatic
HMSCC  [13]. MNewvertheless,  cetuximab
treatment has been shown limited success in
HNSCC  patients [14, 15]. A recent

comprehensive  revision reported  that
cetuximab in combination with platinum-
based chemoradiation [CRT) does not lead to

an improved outcome survival [18].

More recently, potent pan-HERs
inhibitors and irreversible EGFR-TKls
molecules, such as afatinib  (Gilotrif®,

Boehringer Ingelheim, Inc.) and allitinib (Allist
Pharmaceuticals Inc.), have been developed
and tested in pre-clinical and clinical trials [17,
18]. Afatinib was specially designed against
EGFR secondary mutation T790M, and thus
approved for non-small-cell lung carcinoma
{NSCLC) treatment [19], having also affinity to
other EGFR family member proteins (HER2 and
HER4) displaying a significant antineoplastic

2
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activity in vitro and in vivo [20]. The initial
phase | clinical trials reported preliminary
antineoplastic properties in patients with
advanced solids tumor [17]. Moreover, a phase
Il trial in HNSCC patients (LUX-Head&Neck)
have compared the efficacy and safety of

afatinib as adjuvant therapy [18].

To better identify the patients that
could benefit from such targeted therapies
several works studied the potential predictive
biomarkers, yet without clear results for
HNSCC patients [21, 22]. In colorectal cancer
patients, it has been shown that activating
mutations of KRAS — an EGFR downstream
effector - predicts resistance to anti-EGFR
monoclonal antibodies therapy in metastatic
patients [23, 24]. Patients carrying wild-type
KRAS showed a two times progression-free
survival than the mutant ones [23, 24].
Additionally, patients with chemotherapy-
refractory metastatic colorectal cancer treated
with cetuximab plus chemotherapy, harboring
BRAF, NRAS and PIK3CA (exon 20} mutations,
had a significantly lower response rate,
pointing out the role of alterations in the
intracellular pathways for cetuximab response
prediction [25, 26]. In HNSCC, KRAS mutations
are present at very low frequency [4], and the
markers of cetuximab therapy prediction in
HNSCC are still unknown. Interestingly, our
group analyzed the cytotoxic effect of allitinib

in a large panel of solid tumor cell lines, and

also identified KRAS mutation as a biomarker

of allitinib resistance (ref)

Herein, we aimed to compare the
potential cytotoxicity of two irreversible anti-
EGFR inhibitors (afatinib and allitinib) with
cetuximab and to identify potential predictive
biomarkers of response in a panel of HNSCC

cell lines.
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RESULTS
Molecular profile of HNSCC cell lines

The analysis of ErbB family proteins

revealed different patterns of expression in

HNSCC cell lines. Under basal conditions,

HN13, SCC25 and JHU28 showed EGFR

phosphorylation, and any cell line exhibit HER2
phosphorylation (Figure 1A). Concerning HER4,

the SCC4 and FADU cell lines display HER4

phosphorylation (Figure 1A). We also analyzed
AKT and MAPK intracellular pathways, being
activated in all cell lines, however with
different levels of phosphorylation. Moreover
3 out of 7 established cell lines showed
absence of total PTEN protein expression,
HCB289 primary HNSCC cell line, showed low

rates of total PTEN expression (Figure 1A).

Table 01. HNSCC cell line classification, mutation, amplification status and response to anti-EGFR therapies.

BRAF PIK3CA PTEN

Cellline  Anatomic site “u? EG”? EGFR N Mu.s N . Cetuximob (ug/ml)  Afetiniy (nM)  ANitinib fnM)
Mutotion  Mutati
HN13 Tongue WT p.HT7T73Y Ampli. WT WT WT WT > 250 »>1000 >1000
JHU1Z Oral Cavity WT WT No Ampli. WT WT WT WT > 250 >1000 >1000
JHUZB na pGl12s WT No Ampli. WT WT WT WT > 250 »>1000 >1000
JHU13 n.a WT WT No Ampli. WT WT WT WT > 250 472601106 3B894:154
FADU Hypopharynx WT WT No Ampli. WT WT WT WT > 250 77441+117 3BA07 190
sCcas Oral Cavity WT WT No Ampli. WT WT WT WT 216852154 2470+184 207.29t116
SCCa Oral Cavity WT WT No Ampli. WT WT WT WT > 250 11532£95 21768161
HCB2E9 Oral Cavity WT WT No Ampli. WT WT WT wWT » 250 >1000 B45.32£115
Ad431 Skin/epidermis WT WT na WT WT WT WT 1280+264 156924173 121311321
n.a: not available; WT: wild type; nM: nanomalar,
The mutational status of EGFR, KRAS and .
A 2 0 - .
8 R F o2z i3
NRAS was previously performed by our group in ox = — = gy
. . . sore: I -
the established cell lines [21], showing the °
e
presence of an EGFR missense mutation .
. . . vHERs - =
(p.H773Y) in HN13 cell line, and a KRAS mutation
pRERG -
(p.G12S) in the JHU28 cell line (Table 1). Here, the . ot immemcmmma o =
i T =TT T

analysis of BRAF, PIK3CA and PTEN genes, did not
showed additional mutations (Table 1). Analyzing
EGFR gene amplification we found that only HN13
cell line have an EGFR:CEN7 signal ratio >4, being
in this way classified as EGFR-amplified (Table 1

and Figure 1B).

Lo - -

- — -
Py O —— - —

-
PPTEN - L -

s - -

Viability effect of Cetuximab, afatinib and
allitinib in HNSCC cell lines

Cellular viahility analysis to defined
cytotoxic concentrations of cetuximab (0 to 250
pe/mL) showed that only the positive control of
drug sensitivity cell line A431 (ICsp= 128.0 + 2.64

pe/mL) and the HNSCC SCC25 (ICsp = 216.85 %
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15.4 pg/mlL) cells were responsive (Table 1)
(Figure 2A, 2D). It was not possible to calculate
the ICso value of cetuximab for all the other cell
lines, due to absence of effect at the highest dose
used (250 pg/mL) (Table 1). The primary HCB289
cell line was recently established in our Center
and also exhibited a resistant phenotype to
cetuximab

(Figure 2D).

EREElfEEE
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Afatinib cytotoxic effect revealed low 1Csg
values for SCC25 (224.70 + 18.4 nM) and 5CC4
(115.32 + 9.5) cell lines. Regarding allitinib
treatment, the lower ICsp values were reached
with SCC25 (207.29 + 11.6 nM), FaDu (384.07 +
19.0 nM) and JHU13 (388.94 + 15.4 nM) cell lines
(Table 1). In general, JHU28, HN13, JHU12 and
HCB289 were the less responsive to both afatinib
and allitinib (Table 1).

Growth inhibition (Gl) scores for
cetuximab classified the SCC25 cell line as highly
sensitive (HS); the SCC4 and FaDu cell lines as
moderate sensitive (MS); while the other 5 cell
lines were classified as resistant (R) (Figure 2 D).

For afatinib, Gl scores classified JHU13 and SCC25

as HS, FaDu and SCC4 as MS and the other 4 cell
lines showed to be resistant (Figure 2E). Finally,
for allitinib, the Gl scores classified SCC4, SCC25
and JHU13 cell lines as HS; FaDu and HCB289 as
MS; and the other 3 cell lines as resistant (Figure
2F).

In order to determine the inhibitory effect
of anti-EGFR drugs on EGFR pathways, we select a
responsive (SCC25) and a resistant (HN13) HNSCC
cell line. By western-blot analysis (Figure 3), we
found a significant reduction of EGFR
phosphorylation, mainly following afatinib and
allitinib treatment, in SCC25 but nor in HN13 cell
line. For the SCC25 cell line we found that ERK
and AKT phosphorylation were reduced when
treated with all EGFR inhibitors, being AKT
phosphorylation totally abolished when treated
with allitinib and afatinib (Figure 3). On the other
hand, for HN13 cell line, ERK phosphorylation was
completely inhibited upon cetuximab and afatinib
exposure, while AKT phosphorylation remained
unchanged for all the drugs treatments (Figure 3).

Overall, we can ohserve that the cell lines
with lowest AKT activation levels (Figure 1A} also
exhibited the highest sensitivity to allitinib and
afatinib (A431, SCC25 and JHU13) (Figure 2 and
Table 1). In accordance, cell lines with high levels
of AKT phosphorylation (such as HN13 and
JHU12) depicted less responsive rates to the

drugs. Upon drugs treatment (Figure 3). Thus, we

hypothesize that AKT activation status could be
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regulating the response rates of the cells to the

drugs.
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Inhibition of AKT pathway can revert resistance
to anti-EGFR TKls

To further test our assumption, we first
combined the anti-EGFR agents (cetuximab,
afatinib and allitinib) with an AKT inhibitor
(MK2206) and mTOR inhibitor (Everolimus) in the
same sensitive (SCC25) and resistant (HN13) cell
line (Figure 4). We observed that for SCC25 cell
line, the combination with MK2206 showed no

differences on cellular viability (Figure 4C),

whereas for HN13, the combination of MK2206
with afatinib and allitinib, showed a significant
decrease of cellular viability when compared to
the effect of the drugs alone (Figure 4D).
Unexpectedly, we observed that everolimus led
to an increase on cellular

viability upon

combination with EGFR inhibitors on SCC25 cell
line, while no effect was observed in the HN13
cell line (Figure 4C and 4D).

Additionally, we assessed the potential

inhibition of the combined drugs in the

intracellular phosphorylation levels (Figure 4A
and 4B). In SCC25 cell line (Figure 4A), MK2206
inhibit AKT

totally phosphorylation in

combination with all anti-EGFR drugs, although in

HN13 cell line (Figure 4B) the effect of MK2206
combination showed a total AKT inhibition only
for irreversible inhibitors afatinib and allitinib,
and diminished its levels in combination with
cetuximab. We also found that the combination
with everolimus did not changed the levels of the
proteins analyzed (Figure 4B).
Interestingly, we could observe that treatment
with MK2206 and everolimus alone does not

fully reduced the AKT phosphorylation levels in

resistant HN13 cell line (Fig. 4A and 4B).
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To further validate the role of AKT in
response to the irreversible anti-EGFR TKls, the
HN13 (resistant phenotype) and HCB289
(resistant phenotype) cell lines were transiently
transfected with AKT1 siRNA (Figure 5A) and
exposed to cetuximab (250 pg/mL), allitinib and
afatinib (1000 nM). We observed that both AKT
knockdown cell lines showed reduction on
cellular viahility when exposed to allitinib and
afatinib inhibitor, but not when treated with
cetuximab (Figure 5B and D), corroborating our
combination findings with AKT pharmacological

inhibition (MK2206).
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Furthermore, viahility, cytotoxicity and cell
death was determined by a fluorescence triple
assay in the AKT1 modulated cell lines exposed to
inhibitors.

the three EGFR Upon cetuximab

treatment none of the cell lines showed
significant cellular changes (Figure 6A and 6B). At
variance, following exposure to both afatinib and
allitinib both HN13 (Figure 6A) and HCB289
lines showed a

(Figure 6B} cell significant

decreased on cellular viability, increased
cytotoxicity, and increased caspase 3/7 activation.
These results demonstrated that AKT could have
a key role on HNSCC cell lines response to afatinib

and allitinib drugs.
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In silico analysis of ErbB family, AKT and mTOR
in HNSCC patients

Analysis of TCGA database showed that
EGFR is overexpressed in 17% (47/279) of the

HNSCC patients, and the other ErbB family

members, such as ErbB2 (5% - 15/279) and ErbB4
(3% - 8/279) are also overexpressed but at lower
frequency. Interestingly, ErbB family
overexpression is almost mutually exclusive. We
also wondered about the expression of the AKT
isoforms and observed that the highest
expression levels were found for AKT1 (14.7% -
41/279) (Figure 7A). Moreover, we measured
gene expression levels of mTOR that were
upregulated in 6% of the patients (16/279). We
found that increased EGFR expression and AKT

(pS473) phosphorylation  were  significantly

associated with tumor size in T3-T4 stage patients
(Figure 7B). Furthermore, AKT1 phosphorylation
total or

and phosphorylated mTOR were

associated with increase on perineural invasion

(Figure 7C).
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DISCUSSION
EGFR inhibitors are the most promising
agents in HNSCC treatment [8]. Cetuximab, was

one of the first drugs developed, and currently

the only approved anti-EGFR agent by FDA for
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HNSCC patients [27]. However, a fraction of
HNSCC patients demonstrate a partial or negative
and the critical

response to cetuximab

mechanisms of response remains to be
determined [28]. More recently, other classes of
EGFR inhibitors have been developed namely
irreversible tyrosine kinase inhibitors
(irreversible-TKI), such as afatinib and allitinib.
Despite to great expectations associated with this
novel generation of agents, predictive biomarkers
of response are still unknown, hampering the
establishment of their rational personalized use.
In the present study we aimed to compare the
efficacy of these three anti-EGFR drugs in a panel
of 8 HNSCC cell lines, and further identified
potential predictive biomarkers of response. As
expected, we observed that cetuximab was the
less effective agent exhibiting a resistance
phenotype with the exception for SCC25 cell line.
At variance, half of the cell lines exhibited a
sensitive

response to afatinib  (two highly-

sensitive, and two moderate sensitive), and
allitinib was the most efficient in which five cell
lines displayed a sensitive behavior (three highly-
sensitive, and two moderate sensitive). Primary
cell cultures are the ideal approach to specifically
investigate cytotoxicity, since they better mimic
the tumor features. Here, we showed that the
primary culture HCB289 was sensitive (HS) only

for the irreversible inhibitor allitinib. From all this

results we consider that HNSCC cells are most

sensitive to irreversible TKls, compared to

cetuximab.

In wvitro and in vivo approaches have
already shown the anti-proliferative effect of
afatinib in combination with radiation in a
xenograft model of FADU cell line [29]. Although
not tested in HNSCC cell lines, preliminary studies
using allitinib showed a significant antineoplastic
activity in vitro and in vivo breast, lung and
ovarian cancer models, revealing its therapeutic
potential [20]. Recently, our group demonstrated
the potential cytotoxicity effect of allitinib in a
large panel of 76 cancer cell line in which head

and neck, esophagus, melanoma and lung cancer

cell lines exhibit a sensitive profile to allitinib.

Afatinib is an irreversible inhibitor of the
ErbB family receptors (EGFR, HER2 and ErbB4)
and approved to the treatment of NSCLC
harboring activating EGFR mutations, exon 19

deletions or L858R mutation [30].

Although we found an EGFR mutation
p.H773Y and amplification in HN13 cell line, no
EGFR the other

alterations were found in

resistant cell lines, JHU28 and JHU13.
Nevertheless no p.H773Y mutation was detected
in HNSCC tumor cell line, however this mutation
is rare in HNSCC patients. One mutation in KRAS
gene (p.G125) was detected in JHU28 cell line,
which was classified as resistant to all anti-EGFR

therapies. Interestingly, KRAS mutation status is
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predictive of response to cetuximab therapy in

metastatic colorectal cancer patients [31, 32].

EGFR copy number variation (CNV} it has
been detected in genomic characterizations of
HNSCC, being present in 11% (31/279) of the
patients [4] and increase levels of the EGFR were

founded in cetuximab-resistance cell lines [33].

According to TCGA data, KRAS mutations
are rare in HNSCC patients 0% (1/279)[4] and is
not a predictive biomarker of resistance to this

particular treatment. Intracellular pathways

downstream of EGFR have been identified as

plays a central role in numerous cellular

processes and addiction, in therapeutic response
to cetuximab [34, 35]. We found in SCC25
sensitive cell line, reduced phosphorylation levels

of the EGFR, when exposed to TKls but not in

presence to cetuximab, further ERK
phosphorylation levels are unchanged in the
presence of these inhibitors and AKT
phosphorylation was totally inhibited by

irreversible inhibitors. However, in HN13 resistant

cell line, we detected a persistent AKT
phosphorylation for both inhibitors tested. We
hypothesized that combination with AKT
(MK2206) and mTOR (everolimus) inhibitors can
increase the response to anti-EGFR agents. We
showed that combination with AKT inhibitors,
reduced AKT phosphorylation levels and restores
afatinib and allitinib sensitivity to irreversible TKls

in HN13 resistant cell line. Unlike, allitinib or

afatinib combined with everolimus, did not result

in total blockage of AKT phosphorylation.
Furthermore, everolimus alone increased the AKT
phosphorylation levels. Recent clinical trial have
found a positive association between cetuximab
and everolimus that showed an increased
response rate that suggests a favorable clinical
efficacy for recurrent or metastatic squamous cell
carcinoma of the head and neck [36]. Contrary,
erlotinb and everolimus combination did not
show benefits to patients with platinum-resistant
HNSCC [37]. Most recently, a phase | clinical trial
conducted in HNSCC patients to evaluate the
combination  with

efficacy of MK2206 in

carboplatin/paclitaxel, docetaxel, or erlotinib

showed tolerable levels of the cytotoxicity,

beyond antineoplastic effect [38]. Also, the in
vivo SCCl-orthotopic tongue model, treated with
AKT inhibitor, showed a reduced tumor size and a
preventive effect in metastasis. Recent phase |

clinical trial was conducted in patients with
advanced solid tumors (NCTO0848718). Among
the patients, 2 patients received the MK2206
combination with carboplatin and paclitaxel,
docetaxel, or erlotinib and showed a tolerable
side effect profile and a complete and partial
response [38]. Our results provide a strong

evidence that irreversible anti-EGFR (TKls)

inhibitors in combination with MK2206 promotes

a potential benefit for unresponsive cells.

Complementary, we evaluated the

influence of AKT1 silencing in response to EGFR
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inhibitors. PI3-kinase phosphorylation lead to AKT

phosphorylation at two conserved residues
(Thr308 and Serd73) that triggers intracellular
pathways regulation of metabolism, survival and
praoliferation [39]. AKT1 isoform expression has
been reported in gastric [40] and prostate cancer
[41], and somatic mutation in pleckstrin
homology domain (PHD}) of AKT1 was reported in
human breast, colorectal and ovarian cancers
[42]. We found, that AKT1 knockdown in HN13
and primary HCB289 cell lines restores the
response to allitinib and afatinib but not to
cetuximab. Additionally, AKT1 silencing induces a
decrease of cellular viability and increase of
cytotoxicity, measured by sensitive fluorescent
assay. Moreover, active caspase-3 levels were
higher in HN13 and HCB289 AKT1-knockdowned
cell lines. A recent study, conducted in 10 primary
oral squamous cell carcinoma (0SCC), showed
that knockdown of AKT1 reduced growth rate,
besides inducing the expression of the tumor
suppressor gene CDKN2B and TGFBR1 associated

a malignant phenotype [43].

We  further evaluated the mRNA
expression of the EGFR, ErbB2, ErbB4, AKTI ,
AKTZ2, AKT3 and mTOR genes in HNCSS patients
from TCGA data. As expected, HNSCC patients
displayed an upregulation of EGFR mRNA and
moreover, we found 5% and 3% of upregulation
of other ErbB family which are target of the new
inhibitor allitinib. AKT1 isoform is predominant
HNSCC and besides

upregulated in heing

associated with radioresistance mechanisms in

HNSCC  patients  [44], more  specifically
AKT(Serd73) residue has been used as biomarker
to identify HNSCC patients with high risk for
treatment failure following radiotherapy [45]. A
show that AKT activation in

similar study

combination with the absence of EGFR
internalization/degradation may contribute to

cetuximah resistance in HNSCC cell line [35].

Additionally, we associate the
phosphorylation levels of proteins with clinical
pathological data. Initially, we found a statistical
between

correlation EGFR_pY1068

phosphorylation levels with tumor size that
showed a decrease of phosphorylation levels in
T3 and T4 stages compare to initial stages of the
HNSCC. Although the prognostic of HNSCC is
broadly based upon the tumaor size and location
and the presence of lymph node metastases the
subset of the patients can demonstrate different
genetic signature. A subset of HNSCC patients
showed benefits from EGFR inhibitor according to
expression of set genes (TGFa, MKK6 and FGF-
BF) involving the pathway, in differences stages
of these disease [46]. We showed that AKT
phosphorylation levels are significant increase in
advanced stage (T3 and T4). This finding suggests
that combined use of AKT inhibitors may be a
promising for HNSCC patients treatment at this
stage, supported for in vitro and in vivo
approaches that used AKT inhibitor (MK2206)
reduces

that demonstrated efficient primary

10
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tumor size and cervical metastasis while

improving survival [47].

Perineural tumor growth is a frequent
event associated with extension described in
many cancers including HNSCC [48] and is
significantly associated with local recurrence and
disease-specific mortality [49], showing elevated
incidence rates from 14% to 63.2% in HNSCC [48].
Our  results showed an increase in
phosphorylation levels of the EGFR, AKT and
mTOR proteins in perineural invasion status.
Until, AKT phosphorylation levels were never
associated with perineural invasion in HNSCC
patients and this finding enhanced the rational
use of the t anti-AKT therapy combination may
benefit HNSCC patients treated with TKls of new

generation such as afatinib and allitinib.

In conclusion, our study constitutes the first

comparative study of the efficacy of two

irreversible anti-EGFR inhibitors afatinib and
allitinib in HNSCC cell lines. Our results confirm
the potent antineoplastic action of allitinib.
Importantly, we identified that persistent AKT
activation can play a key role in resistance to the
new class of the irreversible anti-EGFR drugs, and
conclude that therapeutic combinations with AKT
inhibitors can revert this phenotype. Further
studies are warranted to assess its in vivo and

clinical benefit for HNSCC patients.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and cell culture conditions

Total of eight HNSCC cell lines of the different anatomic
site were used in these study. Seven are established and/or
commercially available, including HN13, JHU12, JHU13,
JHU28 and FADU, as previously described [21]. One cell line,
the HCB289, is a primary HNSCC cell line established from a
resected laryngeal primary tumor patient (manuscript in
preparation). The A431 (human epithelial carcinoma) was
used as positive control of cetuximab efficacy as previous
reported [21], and was acquired from Rio de Janeiro Cell
Bank. Cell lines were maintained in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) or RPMI 1640, containing 10%
fetal bovine serum 2mM

(FBS), glutamine, 1%

penicillin/streptomycin.  Cells were incubated in a
humidified atmosphere of 5% COz at 37C° Unless stated
otherwise, all cell culture reagents were purchased from
Sigma-Aldrich (5t. Louis, USA). All commercially cell lines
were authenticated by STR analysis and tested for

mycoplasma contamination by PCR [21].

Pharmacological agents

Monoclonal antibedy Cetuximab was purchased
from MERK (Darmstadt, Germany); Afatinib (Cat. N° S1011);
Allitinib (Cat. N°52185) and MK2206 (Cat. N°.S1078) were
purchased from Selleck Chemicals (Houston, TX) and
Everolimus (Cat. N2 07741) was purchased from Sigma
Aldrich (Sigma-aldrich, USA). All drugs were diluted in
DMSO at 10 mM and stored at 202 C for future use. DMSO

was used as control vehicle at a final concentration of 1%

(V/V) in all experiments.

Cell viability

Cell viability was determined 72 hours after anti-
EGFR drug treatments, using the colorimetric CellTiter 96%
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, WI), according to the manufacturer's instructions
and as previous reported [21]. To this end, the cells were

plated in 96 well plates (maximum 5x10%/well) in DMEM-
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10% and allowed to adhere overnight. Subsequently, the
cells were treated with increased concentrations of the
each anti-EGFR inhibitor in DMEM-0.5%. Absorbance was
measured using the Varioskan Flash multimode reader
(Thermo Scientific, Finland), at 490 nm. Results were
normalized with DMSO treated control cells. The ICso values
were calculated by nonlinear regression analysis using
GraphPad Prism software. Experiments were performed
three times in triplicate. Mean growth inhibition (G1) values
were calculated at a fixed concentration of 1000 nM (for
allitinib  and afatinib) or 250 pg/mL (for cetuximab). Cell
lines were considered as highly sensitive (HS) if GI>60%,
moderately sensitive (MS) if GI 40-60% Gl, and resistant to

if Gl<40%, as previously described [21, 50].

Cytotoxicity, proliferation and apoptosis analysis

Apotox-Glo triplex assay (Promega, Madison, USA)
was performed in HN13 and HCB289 cell lines, according to
manufacturer's instructions, 24 hours after anti-EGFR drug
treatments. To this end, the cells were plated into 96-well
plates at a density of 2x10* cells per well and allowed to
adhere overnight in DMEM-10%. Subsequently, the cells
were treated with ICse values of each inhibitor in DMEM-
0.5. Luminescence and fluorescence levels were measured
using the WVarioskan Flash multimode reader (Thermo
Scientific, Finland). Results were normalized with DMSO
treated control cells. Experiments were performed three

times in triplicate.

Western blot analysis

EGFR inhibition and intracellular signaling
pathways were analyzed by western blot in all HNSCC cell
lines and A431 (sensitive control) cell lines. Cells were
rinsed in ice-cold PBS then scraped and lysed in lysis buffer
(30mM Tris pH7.6—8, 150mM NaCl, SmM EDTA, 1mM
Na3Vod4, 10mM NaF, 10mM sodium pyrophosphate, 1%
NP-40, and protease cocktail inhibitors). 20 pg of total

protein were resolved by 10% SDS-PAGE and transferred to

nitrocelulose membranes in TransBlot Turbo transfer (Bio-
Rad). Primary antibody incubation was performed for
human total EGF Receptor (D38B1), pEGFR-Tyr1068 (D7AS),
HER2 (4290), pHER2- Tyr1221/1222 (2243), HER4 (4795),
pHER4- Tyrl284 (4757), p44/42 MAPK (137F5); p.pa4/42
MAPK-Thr202/Tyr204 (D13.14.4E); AKT(pan) (C67E7); pAKT-
Ser473 (D9E); AKT1{C73H10) and pB-tubulin {endogenous
control), from Cell signaling (Danvers, USA). Both primary
antibodies were deluded in TBS-T at 1:1000. After washing
with TBS-T, membranes were incubated with anti-rabbit
secondary antibody Anti-rabbit (#7074, Cell Signaling
Technology) at dilution 1:5000. Immune detection was
done with ECL Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare), in automatic ImageQuant mini LAS4000 (GE

Healthcare). Experiments were performed three times.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) assay

EGFR gene copy number was performed by FISH,
using dual color EGFR Zytolight SPEC EGFR/CEN 7 Dual
Color Probe (ZytoVision, Germany). Samples were fixed in
methanol/acetic acid (3:1) solution, and whased with 2X
SSC buffer at 37°C. Slides were sequentially dehydrated
with 70%, 85%, and 100% ethanol in order and air dried at
room temperature. Probes were applied to slides, which
were covered and sealed with rubber cement, following
manufacturer's protocol. After over-night incubation in
humidified chamber at 37°C, slides were washed with
lgepal buffer (Sigma-Aldrich, USA) and mounted. Thirty
well-defined cells were analyzed for each cell line. Scores
were defined as the ratio of EGFR and CEN7, as previously

described [7].

Mutation analysis

Hotspot regions of EGFR (exons 18, 19, 20 and 21),
KRAS (codons 12, 13 and 61) and NRAS (codons 12 and 13)
was previously reported by our group for the present cell
lines [21]. BRAF exon 15 (codon 660), PIK3CA (exon 9, 21

and 22), and PTEN (exon 1-9) genes was done as described
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[51, 52] [53]. Briefly, PCR was carried out in a final volume
of 15 pl containing 50 ng DNA, 10 uM forward and reverse
primers and 7,5 pl HotStar master mix (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer's specifications.
Thermal cycling parameters used were an initial
denaturation at 96°C for 15 minutes, followed by 40 cycles
of 96°C for 45 seconds and 55.5°C for 45 seconds for BRAF,
55.5°C for 45 seconds for PIK3CA and finally, 52°C for 45
seconds for PTEN. For all genes, we used a final extension at
72°C for 10 minutes using a Veriti® 96-WIl Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Carlsbad, USA). PCR products were
purified using EXOSAP-IT (Affymetrix, USB), following for
the direct sequencing using an ABI PRISM BigDye
XTerminator in conjunction with BigDye XTerminator
purification kit (Applied Biosystems). The analyses were
performed using the Genetic Analyzer ABI PRISM 3500 and

SeqScape version 2.7 software (Applied Biosystems).

AKT1 silencing

AKT1 silencing was performed using TriFECTa-RNAI
kit (Integrated DNA Technologies, USA). Each siRMA duplex
was transfected using Lipofectamine2000 (Life
technologies), in HN13 and HCB289 cells lines, according to
the manufacturer's protocol. HN13 cell line was plated into
6-well plates at density of 2.5 x 10* in DMEM-10% and
allowed to adhere overnight. Subsequently, the cells were
exposed to 10 nM of target-specific dicer-substrate siRNAs
against AKT1 gene in reduced serum media Opti-MEM
(31985062 - Gibco, Invitrogen) for 5 hours. Subsequently,
AKT1 protein expression was measured, 72 hours after
transfection, by western blot, using anti-AKT1 antibody
(C73H10) from Cell signaling, USA. Knockdowned cells were
exposed to the inhibitors above described, and viability was
analysed by MTS and Apotox-Glo triplex assay (Promega,

UsA).

In silico analysis of EGFR, AKT1 and mTOR in HNSCC
Reverse-phase protein array (RPPA) data (Level 3)

for patients with HNSCC were downloaded from TCGA

database (http://cancergenome.nih.gov). A total of 212
tumor samples, with detailed clinical information, were
included in this analysis. Both total and phosphorylated
values for EGFR, Akt and mTOR data were analyzed.
Expression levels (mRNA) of EGFR, AKT isoforms, mTOR

were inguired using the cBioPortal (www.cbioportal.org).

Statistical analysis

Single comparisons between the different
conditions studied were done using Student’s t test, and
differences between groups were tested using two-way
ANOVA. In silico statistical analyses were deone in R
Statistical Software (Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria) using Student’s t test. All other statistical
analyses were done using GraphPad Prism wversion 3.
Significance level in all the statistical analyses was set at p<

.03
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Figure Legends

Figure 1: Protein profile and FISH analyses of the HNSCC cell lines (A). Total and phosphorylated profile of ErbB
family and intracellular pathways, AKT, ERK and total PTEN detected by Western Blot. (B). FISH analysis of EGFR
gene (green); Centromeric DNA (CEN7) was used as reference (Red). Muclei were counterstained with DAPI

(blue). Magnification: 100X. EGFR/CEN7 ratios are shown above each photograph.

Figure 2: Viability analysis (MTS) of HNSCC cells exposed to different concentrations of cetuximab (A), allitinib
(B) and afatinib (C). Gl score of HNSCC cells were calculated for cetuximab (D) at 250 pg/mL; allitinib (E) and
afatinib (D) at 1000 nM. HNSCC cells were classified as highly sensitive-HS (green bars), moderate sensitivity-MS

(orange bars) and resistant-R (red bars).

Figure 3: Analysis of EGFR, ERK and AKT total and phosphorylated in SCC25 (Highly sensitive) and HN13 cell lines
(Resistant) by Western Blot. EGF ligand was used at 10 ng/mL for 10 minutes. CTR: control; CTX: cetuximab at 50

or 100 pg/mL; AFA: afatinib and AST: allitinib at 0.01 or 0.1 pM.

Figure 4: Anti-EGFR therapeutic combinations with intracellular inhibitor MK2206 and everolimus. Western Blot
analysis of EGFR, ERK and AKT total and phosphorylated in SCC25 (Highly sensitive) [A) and HN13 cell lines
(Resistant) (B) treated with the AKT inhibitor MK2206 (MK) and mTOR inhibitor everolimus (EVE) at 2.5 pM.
SCC25 and HN13 cell lines were exposed to cetuximab (50 pg/mL), allitinib or afatinib (0.01 nM for SCC25 and 0.1
nM for HN13 cell line). (C) Viability assay (MTS) for SCC25 and (D) HN13 cell lines exposed to cetuximab (250

pg/mL) allitinib or afatinib (1 pM) with or without MK2206 (2.5 pM) and everolimus (EVE). CTR: control.

Figure 5: Role of AKT knockdown in cetuximab (CTX) and afatinib (AFA) and allitinib (AST) response in HN13 and
HCB2839 cell lines. (A and C) Analysis of AKT knockdown efficiency on HN13 and HCB289 at different AKT siRNA
concentrations by Western blot. (B and D) Viability assay (MTS) for HN13 and HCB289 cells exposed to
Cetuximab (CTX) 250 pg/mL, afatinib (AFA) and allitinib (AST) 1 uM in combination with MK2206 {MK) 2.5 pM or

everolimus (EVE) 2.5 pM, bars represent viability at 1000 nM concentration.

Figure 6: ApoTox-Glo assay of HN13 and HCB289 cell lines transfected with AKIT siRNA and exposed to cetuximab
(CTX) (250 pg/mL) afatinib (AFA) or allitinib (AST) 1 uM, for 24 hours. Viability, cytotocity and caspase 3/7

activation of HN13 (A) and HCB2&3 (B).

Figure 7: In silico analysis from TCGA HNSCC date. (A) mRMA expression profile of the EGFR, ErbB2, ErbB4, AKTL,
AKT2, AKT3 and mTOR. Reverse-phase protein array (RPPA) data and correlations with tumor size (B) and

perineural invasion (C) of HNSCC patients.

Table legend

Table 1 - Classification, mutation status, EGFR gene copy number and respense to anti-EGFR therapies of HNSCC

cell lines.
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