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Resumen

Los rearreglos del gen con actividad quinasa del linfoma anaplasico (ALK) ocurren infrecuentemente en el cancer de pulmén
de célula no pequena (CPCNP) y constituyen un paradigma para la terapia dirigida contra oncogenes conductores en esta en-
fermedad. El crizotinib, un inhibidor del ALK disponible por via oral, ofrece ventajas significativas para los pacientes positivos
con toxicidad leve y beneficio clinico, motivos por los que fue aprobado para uso clinico en un subgrupo del cancer de pul-
mon definido molecularmente. En la actualidad, se estan desarrollando multiples inhibidores del ALK dirigidos a maximizar la
respuesta en presencia de menos efectos adversos, al igual que a controlar los mecanismos de resistencia subyacentes. Esta
informacién permitird optimizar en el futuro el tratamiento de los pacientes con cancer de pulmén ALK positivo.

Palabras clave: cancer de pulmén de célula no pequena, mutaciones, gen de fusion, PCR, FISH, ALK, tratamiento.

Abstract

Rearrangements of the anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene occur infrequently in non-small cell lung cancer (NSCLC), but
provide an important paradigm for oncogene-directed therapy in this disease. Crizotinib, an orally bioavailable inhibitor of
ALK, provides significant benefit for patients with ALK-positive (ALK+) NSCLC in association with characteristic, mostly mild,
toxic effects, and this drug has been approved for clinical use in this molecularly defined subgroup of lung cancer. Many new
ALK inhibitors are being developed and understanding the challenges of determining and addressing the adverse effects that
are likely to be ALK specific, while maximizing the time of benefit on targeted agents, and understanding the mechanisms
that underlie drug resistance will be critical in the future for informing the optimal therapy of ALK positive NSCLC.
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Introduccion

El cancer de pulmon supone uno de los retos sani-
tarios de mayor envergadura a nivel global, en especial,
cuando 1 de cada 8 neoplasias nuevas se originan en
este 6rgano y fallecen por la enfermedad mas de 1.1
millones de personas al ano"2. En América Latina, se
diagnostican 93.000 casos incidentes, dentro de los
que el carcinoma de pulmén de célula no pequefia

(CPCNP) representa cerca del 82% y el adenocarcinoma
constituye su histotipo dominante®. En nuestro entorno,
se esperan cerca de 16.000 casos de pacientes con
CPCNP que presentan mutaciones en el receptor para
el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), una cifra
similar para KRAS y alrededor de 2.400 casos de sujetos
con la fusion génica ALK/EML4 (datos no publicados).

En la dltima década, se han producido multiples
cambios en el abordaje diagnostico y terapéutico del
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CPCNP, entre los que destaca la identificacion y el re-
conocimiento de biomarcadores Utiles para seleccionar
intervenciones en pacientes con enfermedad avanzada.
Después de genotipificar mas del 50% de los elemen-
tos conductores de la enfermedad, se ha reconocido
la relevancia de las alteraciones en el KRAS, EGFR,
ALK/EML4, BRAF, PI3K, HER2, FGFR4, LKB1, MEK1, ROS
y MET, algunas con caracteristicas patolégicas, clinicas
y étnicas bien elucidadas.

El ALK (anaplastic lymphoma kinase, CD246,
NBLCT3) es un gen que codifica un receptor de tiro-
sina quinasa que pertenece a la superfamilia de los
receptores de insulina, el cual parece estar implicado
en el desarrollo primitivo del sistema nervioso central y
genera una proteina transmembrana de 1620 (180 kDa)
aminodcidos formada por un dominio extracelular que
incluye un péptido sefial aminoterminal y un segmento
intracelular con un espacio yuxtamembranoso que
acoge el lugar de unién para el sustrato 1 del receptor
y un dominio carboxiterminal.

El receptor se identificd por primera vez en 1994
como parte de la traslocacion T (2;5) asociada a la ma-
yorfa de los linfomas anaplasicos de células grandes*,
su identidad se revel6 gracias a la creacion de una
proteina quimérica via traslocacion entre cromosomas
(2;5) (p23:935), que generd una proteina de fusion NPM
(nucleofosmina)-ALK. Las caracteristicas globales del re-
ceptor no se conocieron hasta 1997 cuando se determi-
né que la region extracelular contiene una combinacion
Unica de dominios conocidos como MAM (meprin, A5
protein and receptor protein tyrosine phosphatase mu)
y LDLa (low-density lipoprotein class A)®7.

Desde entonces, se han publicado mas de 60
articulos que referencian la importancia de las alte-
raciones en este gen, asociadas con el desarrollo de
patologfas como el CPCNP (~5%), el tumor miofibro-
lastico inflamatorio (50%), los linfomas cutaneos (2%-
30%), el neuroblastoma (6%-8%), el cancer de tiroides
(6%), el cancer de mama (2%-4%) y el carcinoma
de eséfago (=1%)%". En paralelo, se han disefiado y
evaluado inhibidores del ALK de origen natural como
las estauroporinas o los inhibidores de la HSP9O0 (hit
shock protein 90), que no son especificos ni potentes;
posteriormente, se incluyeron nueve subtipos diferentes
de moléculas sintéticas pequefias, entre ellas las amino-
pirimidinas (crizotinib), diaminopirimidinas (CEP-28122),
piridoisoquinolinas (F91873 y F91874), pirrolopirasoles

(PHA-E429), indolocarbasoles (CEP-14083 y CEP-14513),
una pirrolopirimidina (GSK1838705A), una dianilinopi-
rimidina (NVP-TAE684) y dos moléculas sin estructura
claramente definida (AP26113 y X276)'>'>.

La gran mayoria de la investigacion se encuentra
concentrada en los inhibidores de primera genera-
cion, en especial, el crizotinib, compuesto que inicid
su desarrollo en el afio 2005 y la evaluacion en seres
humanos un afio después (estudio PROFILE 1001). En
agosto del 2011, la Federal Drug Administration (FDA,
EE. UU.) aprobo el uso regular del crizotinib y la Natio-
nal Comprehensive Cancer Network (NCCN) incluyé la
evaluacion regular de la alteracion genética, al igual
que su manipulacion'®’”. Recientemente, Gandara
describié un nuevo nomograma para estratificar a los
pacientes con CPCNP, incluyendo diversas alternativas
terapéuticas dirigidas segun biomarcadores predictivos
(figura 1). A continuacién, se exponen las caracteristicas
bioldgicas, moleculares y clinicas del ALK en pacientes
con CPCNP, asi como las intervenciones enfocadas a
controlar su oncogenicidad.

ALK en cancer

En los mamiferos, incluyendo al hombre, se han
encontrado diferentes ligandos capaces de activar el
desarrollo neural, la migracion celular, la superviven-
cia, los rearreglos del citoesqueleto y la angiogénesis
via ALK™1 | os mas importantes son la pleiotropina
(PTN), el OSF-1 (osteoblast specific factor-1), el HARP
(heparin affinity requlatory peptide), el HBNF (hepa-
rin binding neurotrophic factor) y la MK (midkine).
El PTN y la MK son los mas relevantes en el curso
de la evolucion de multiples especies y activan otras
vias de sefalizacién asociadas a la transformacién
de las neoplasias, entre ellas el adenocarcinoma de
pulmén, la cascada RPTP (receptor protein tyrosine
phosphatase), la N-sindecan, el LRP y las integrinas
adply abpl.

El aumento en la proliferacién seguido de la ac
tivacion del ALK también puede ser dependiente de
la accion del dimero PKB (protein kinase B)-AKT, que
implica como blanco al PI3K. También se ha observado
que el ALK es capaz de oponer la apoptosis via MAPK y
modular diferentes procesos metabdlicos relacionados
con el IRST (IR substrate-1), el JAK3/STAT3, y con la
activacion del NF-xB (nuclear factor xp) (figura 2)?°-26.
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= seleccionar la quimioterapia
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Modificado con autorizacion Gandara D. Role of current prognosis and predictive biomarkers in development of new lung cancer therapies; presentado
el 4 de julio de 2011 durante el Congreso Mundial de Céncer de Pulmén realizado en Amsterdam, Holanda.

Figura 1. Biomarcadores en cancer de pulmén de célula no pequeia.
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Figura 2. Sefalizacién dependiente de la via ALK.
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El ALK se expresa en el sistema nervioso de los
seres humanos y en la musculatura visceral del tracto
gastrointestinal durante la embriogénesis, y en menor
proporcion después del nacimiento. Estudios de inmu-
nohistoquimica han encontrado reactividad leve en
algunos componentes del sistema nervioso (hipocampo
y region parahipocampal), el intestino delgado y la
prostata?”. En el CPCNP, la gran mayoria de las altera-
ciones se asocian con el gen EML4 (human homolog of
echinoderm microtubule-associated gene), que codifica
una proteina citoplasmatica de 120 kDa esencial para
la formacién de microtUbulos y compuesta por una
region basica N-terminal, un dominio HELP y cuatro
repeticiones WD en el extremo C-terminal?®3°,

A pesar de que la mayoria de las fusiones génicas en
CPCNP se dan con el EML4, al menos dos acompanantes
raros, pero notables, han sido descritos en el pasado;
el KIF5B y el TFG constituyen rearreglos capaces de
aumentar los niveles de expresion de la proteina y de
modificar la localizacion subcelular del elemento anor-
mal, que finalmente puede activar la proliferacion celular;
no obstante, su significado clinico es desconocido®'2.

Métodos para la deteccion

Los rearreglos génicos del ALK resultan en diversas
fusiones proteicas que pueden ser detectadas en el
tejido tumoral utilizando inmunohistoquimica, RT-PCR,
FISH (VYSIS ALK break apart FISH probe KIT)y CISH?337,
Recientemente, Kudo y colaboradores describieron la
utilidad de la plataforma MassARRAY para detectar
la fusion ALK/EML4 en ARN obtenido de suero de
pacientes con CPCNP3%. De forma similar, Kanaji y Pa-
padopoulou refirieron el uso de Multiplex RT-PCR para
detectar los transcritos de las variantes 1 a 7 en minimas
cantidades (hasta un microgramo de ARN) en muestras
obtenidas por citologfa durante broncoscopia®*4°.

El anticuerpo ALK1, util para la deteccién del
linfoma anaplésico y de los tumores miofibrolasticos
inflamatorios, no ha demostrado suficiente rendi-
miento para identificar las diversas variantes génicas
relacionadas con el cancer de pulmon#!. Sin embargo,
multiples estrategias se han propuesto para mejorar
la eficacia de la inmunohistoquimica, incluyendo la
amplificacion de la senal con tiramida y la intercalacion
del anticuerpo con un potenciador polimérico®"42. En
el 2010, Mino-Kenudson y colaboradores analizaron

174 tumores con un monoclonal estandar y dos nove-
dosos dirigidos a reconocer la expresion proteica del
ALK. La sensibilidad y especificidad del clon D5F3 (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, United States)
versus la deteccion por FISH (VYSIS KIT) fue del 100%
y 99%, respectivamente.

Deigual forma, el acuerdo interobservador realizado
en secuencia a los patdlogos participantes fue del 94%,
hallazgos de gran interés para facilitar la evaluacién
masiva de las mutaciones en los pacientes con adeno-
carcinoma de pulmén®. Dicha informacion fue con-
firmada posteriormente por Mitsudomi y cuestionada
por Just, quien encontré una tasa de reproducibilidad
para el FISH del 60%, proporcién inferior a lo descrito, y
explicada por la calidad de la fijacion y la posibilidad de
extraer material génico potencialmente analizable®+4.
Bajo la 6ptica del material escaso (alrededor del 40%
de los pacientes), parece clara la inclusién de estrategias
mixtas que contemplen el cribado rapido con inmuno-
histoquimica y la confirmacién con RT-PCR?.

A corto plazo, el desarrollo de nuevas técnicas
propone la identificacion de los rearreglos génicos
basales y de las mutaciones de resistencia en muestras
hipocelulares obtenidas, incluso, de saliva®’. También, la
insercién de pruebas de tamizaje mas versatiles, como
el CISH, que revierte una alta reproducibilidad con
un elevado indice de concordancia respecto del FISH
y de algunos de los modelos de secuenciacion. Hace
poco, Kim y colaboradores describieron el algoritmo
diagnoéstico conocido como protocolo Chung SNVH-
ALK, que obtuvo una concordancia entre el FISH y el
CISH del 92%, y entre el CISH y la inmunohistoquimica
del 82%*¢. Utilizando un valor de corte del 20% de
positividad para el ALK evaluado por CISH, Yoshida y
colaboradores encontraron una sensibilidad y especifi-
cidad del 93% y 100%, respectivamente; tras evaluar
15 adenocarcinomas CISH positivos por RT-PCR, el
Unico falso negativo exhibié sefales heterogéneas en
la fraccion 5' no acompanada de sus homologos 3'.
Considerando que algunos de los CPCNP ALK positivos
tienen histotipos especificos (morfologia de células en
anillo de sello y coexpresion TTF1/p63), parece motivan-
te el uso de técnicas mas contundentes*->'.

No obstante, la aprobacion del crizotinib estuvo liga-
da al desarrollo del KIT disponible comercialmente que
emplea una prueba para el locus 5" y otra para el ALK,
que, cuando se hibridan contra los nucleos normales,
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producen una sefal combinada (verde-naranja fluo-
rescente) que es facil de visualizar microscopicamente.
Cuando el conjunto de la sonda se hibrida contra los
nucleos con un reordenamiento génico que implica la
porcion 5" del locus ALK, el resultado demuestra una
division de la sefal fluorescente (figura 3). En teoria,
cualquier lesion cromosémica entre o dentro de los
cromosomas con la participacion de ALK (incluyendo
neoplasias que albergan fusiones con EML4 y otros) es
detectada por esta prueba.

La ruptura caracteristica de la sefal de una fusién
ALK/EML4 puede ser sutil, debido a la pérdida e
inversion de solo una pequena cantidad de material
genético en el cromosoma 2, al igual que el 5" de la
sonda puede fallar para hibridar, debido a una pérdida
del locus diana en el tumor*2. Por el momento, se
desconoce la importancia de reconocer el valor de las
diferentes variantes del ALK, siendo estandar el hallazgo
de una brecha en las sefiales obtenidas por FISH mayor
al 15%. En el futuro, se reconocera la importancia de
estratificar la enfermedad con la intencién de esta-
blecer los mecanismos de resistencia dependientes e
independientes del ALK.

100 &
bp 2 %° ~ o

200bp R
—-—

loobp B

El Departamento de Salud Publica de la Universidad
de Colorado valoré la relacion costo-efectividad del
cribado para mutaciones activadoras potencialmente
modulables en medicamentos blanco dirigidos en cancer
de pulmén. El modelo inicial utilizé la prueba de ALK
realizada por FISH, encontrando que el costo por afio de
vida ajustado por calidad (AVAC) ganado para los CPCNP
es de US$106.707, valor que cae a US$4.756 cuando se
selecciona la poblacion. No obstante, el enriquecimiento
de ese segmento implica la pérdida de un porcentaje
considerable de pacientes no evaluados. El hallazgo mas
significativo de este trabajo se sustenta en la pobre costo-
efectividad existente entre el valor de los medicamentos
Cuya prescripcion se limita al segmento de pacientes con
un biomarcador positivo, en especial, cuando la estrategia
se dirige a una patologia de baja incidencia.

Identificacion del ALK-EML4 y
caracteristicas de los portadores

En el 2007, Soda tamiz¢ la libreria génica de un
paciente japonés de 62 afos, encontrando una nueva
fusion proveniente de la inversion del brazo corto del

FISH

Los segmentos 3’y 5’ estdn marcados con
fluorocromos rojos y verdes.

Muestra de carcinoma de pulmén de célula
no pequena que evidencia fisiones del color
rojo y de las sefales verdes que representan
copias normales del ALK (flechas amarillas), y
las senales de un solo color rojo y verde
(flechas rojas y verdes) que indican una
ruptura cromosomica.

Las separaciones de las seiales de
color rojo y verde en mas del 15%
de las células de la muestra
analizada implican un resultado
positivo para el gen de fusion
dependiente del ALK.

188 bp
155bp

Analisis de RT-PCR representativo para la transcripcion del gen de fusion
ALK-EML4 (variante 3) obtenida de la linea celular H2228 de un
adenocarcinoma de pulmon (cortesia FICMAC).

Figura 3. Evaluacion de las alteraciones en ALK por FISH y PCR.
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cromosoma 2 [Inv(2)(p21p23)] que une los exones
1-13 del EML4 con los exones 20-29 del ALK>4. La in-
cidencia global de los rearreglos génicos en el ALK en
los pacientes con CPCNP es de alrededor del 4% (107
alteraciones en 2.835 tumores evaluados, con un rango
entre el 0.4% y 13%) (tabla 1), siendo la gran mayoria
adenocarcinomas documentados en nunca fumadores.
Los sujetos que exhiben positividad para el ALK suelen
ser mas jovenes®, son usualmente de sexo masculino,
no presentan beneficio con la exposicion inicial a los
inhibidores del EGFR y tienen con alguna regularidad
un patrén acinar o sélido que contiene algun grado de
diferenciacion con células en anillo de sello®’-%° (tabla
2). También presentan un tropismo particular por la
pleura y el pericardio, contrario a sus homélogos mu-
tados para el EGFR®'. Parece haber alguna diferencia
en la frecuencia de las mutaciones entre la poblacién
asiatica y occidental sin discrepancias entre caucasicos
y afroamericanos®263,

Tabla 1. Frecuencia del cancer de pulmén de célula no pequefia ALK positivo

Método de Fumadores No fumadores

CEET evaluacion ~ OPRAON  Caiiioe) ALKk vAlOrP
Soda, 2007 RT-PCR Japon 83 1.1 1.0
Rikova, 2008 RT-PCR China - 3.9
Inamura, 2008 RT-PCR Japon 24 4.6 0.65
Inamura, 2009 RT-PCR Japén 34 5.7 0.53
Perner, 2008 FISH Suiza/EE. UU. - 27
Koivunen, 2008 FISH EE. UU./Corea 11 8.5 <001
Shinmura, 2009 RT-PCR Japon 2.6 0 0.54
Martelli, 2009 RT-PCR Italia/Espana 7.9 6.3 1.0
Shaw, 2009 PCR EE. UU. 0.8 85 <001
Wong, 2009 PCR Japon 0 224 <0.001
Rodig, 2009 IHQ, FISH EE. UU. - 135
Takeuchi, 2009 IHQ, PCR Japén - 6.2
Boland, 2009 IHQ, FISH EE. UU. - 19
Sequist, 2011 RT-PCR EE. UU. - 5.0
Li, 2011 RT-PCR, FISH EE. UU. - 5.0
Kim, 2012 RT-PCR Corea = 83
g"oc]ferﬂo””’ IHQ, FISH Francia - 3.0
Wu, 2012 RT-PCR, FISH Taiwan = 34.0
Yang, 2012 IHQ, FISH EE. UU. - 8.2
Just, 2012 RT-PCR, FISH EE. UU. = 6.0
Zhang, 2012 RT-PCR Corea - 43
Park, 2012 IHQ, FISH Corea - 9.5
Paik, 2012 RT-PCR EE. UU. 2.0 12.0 <0.0001
Lee, 2012 RT-PCR Corea - 7.7
Ren, 2012 RT-PCR China - 9.4
Total (n = 6.140) = = 3.2 83

Tabla 2. Caracteristicas poblacionales de los pacientes ALK positivos y negativos

N=643 ALK-positivo ALK-negativo p
Media de edad (anos) 523 59.9 <0.0001
Historia fumador

- Actual 3% 8%

- Exfumador 33% 61% ceo
-Nunca 64% 31%

Recientemente, Fukuiy colaboradores encontraron
que la mayoria de los pacientes ALK positivos no alte-
ran el antigeno carcinoembrionario ni presentan una
distribucion imaginolégica de vidrio esmerilado®*. Tras
evaluar 42 pacientes con la fusion ALK-EML4, Yang y
colaboradores descubrieron una frecuencia de mutacio-
nes complejas, incluyendo el EGFR del 1%, en especial
a expensas de las variantes 1y 6%. En contraposicion,
Sasakiy colaboradores hallaron una frecuencia de alte-
raciones duales cercana al 6%, contando a dos sujetos
con respuesta parcial al erlotinib y sin expresion positiva
para el anticuerpo ALK16.

Del mismo modo, algunos han documentado la
pérdida del rearreglo por FISH en concomitancia con
mutaciones del EGFR obtenida en tejido de rebiopsia
en pacientes tratados previamente con crizotinib®’. Un
analisis similar de las muestras del estudio EURTAC
demostré mutaciones compuestas en el EGFR y en el
ALK en el 15.6% de 96 pacientes incluidos; 9 de ellos
contenian la variante 1y 6, la variante 3. La SLP para
los pacientes mutados del EGFR con y sin alteracion
en ALK-EML4 fue de 8 (IC95% 1.3-no alcanzado) y
7.1 (1IC95% 5.8-8.8; p = 0.29) meses, respectivamente.
En concordancia, la SG para el primer grupo aun no
ha sido alcanzada y, para el segundo, fue de 22 meses
(p = 0.70)%8.

Durante el encuentro anual de la Sociedad Ameri-
cana de Oncologia Clinica (ASCO 2012), Li y colabo-
radores presentaron la informacién de una tamizacion
a gran escala, realizada para encontrar alteraciones
en el ALK, incluyendo 9 de las 11 variantes conocidas
evaluadas por Multiplex PCR. Se estudiaron 4.750
especimenes, encontrando un porcentaje global de
positividad del 3.2%, el 57% para la variante 1, el 10%
parala 2, el 31% parala 3y el 2% para la variante 5A.
Curiosamente, en la cohorte de pacientes ALK positi-
vos no se hallé ninguna alteracion concomitante en el
EGFR o KRAS. Respecto de la expresion de biomarca-
dores relacionados con la respuesta a la quimioterapia
(disponible para 63 casos), el 68% tenia bajos niveles
de timidilato sintasa (TS < 2.33), el 63.5% presentaba
minima expresion de ERCC1 (ERCCT < 1.7) y el 40%
mostraba baja expresion de RRM1 (RRM1 < 0.97)%°.
En paralelo, Gandara describio el comportamiento
de los niveles de la TS en 63 pacientes ALK positivos
versus un grupo control de 1.698 adenocarcinomas
sin el rearreglo.
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Este muestreo tampoco encontré mutaciones
complejas, incluyendo el EGFR y el KRAS, una mediana
para los niveles de MARN-TS en la poblaciéon positiva
de 2.02 (rango 0.55-19.4) y entre los negativos de 3.32
(rango 0.36-53.51; p < 0.0001). Asi mismo, confirmé
la baja expresion génica de la TS en la poblacién se-
leccionada de pacientes dependientes de los cambios
en ALK, evento que parece asociarse con la respuesta
al pemetrexed?®.

Previamente, Camidge informé una SLP al peme-
trexed (monoterapia o en combinacién) en la pobla-
cion de mutados para el EGFR de 5.5 meses, entre los
portadores del KRAS de 7 meses y en el segmento
ALK positivo de 9 meses; en aquellos que resultaron
ser triple negativos, fue de 4 meses, y el andlisis mul-
tivariado ajustado por la linea en la cual se emple6 el
antifolato y el uso de platino como coadyuvante, la
edad, sexo, histologia y el estado de exposicion al humo
por combustiéon de tabaco no afectaron el desenlace.
La Unica variable asociada a la prolongacion de la SLP
en aquellos expuestos al pemetrexed fue la presencia
de la fusion génica ALK-EML4 (HR 0.36, 1C95% 0.17-
0.73; p = 0.0057)"".

Esta informacién ha sido confirmada por otros, con-
templando incluso los datos integrados de los estudios
PROFILE-1005 y PROFILE-1007; en ellos, se reclutaron
439 pacientes ALK positivos, de los cuales el 84.1% habia
recibido pemetrexed solo o en combinacién como parte
del tratamiento para la enfermedad metastasica. La tasa
de respuesta global (TRG) para las combinaciones con
pemetrexed en primera y segunda linea fue del 24.2% y
16.7%, respectivamente, con una mediana para el tiem-
po libre de progresién de 6.9 meses (IC95% 6.0-7.4)y 6.9
meses (IC95% 4.8-8.8)"%7. La controversia alrededor de
la utilidad del pemetrexed en los pacientes que presentan
alteraciones en ALK sigue abierta, en especial, si se valora
la relacion costo-beneficio de utilizar el antifolato como
primera linea de intervencion.

Es necesario esperar los resultados de los estudios
(PROFILE-1007 y -1014) que evaluaran la utilidad del
crizotinib en poblaciones cerradas expuestas al peme-
trexed de forma no sesgada (1007: crizotinib, peme-
trexed o docetaxel en segunda linea/1014: crizotinib o
platino pemetrexed en primera linea). La otra hipotesis
gue sustenta la sensibilidad al pemetrexed tiene re-
lacion con la ATIC (5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleétido formil transferasa/inosina monofosfato

ciclohidrolasa), una enzima bifuncional que cataliza los
ultimos dos pasos de la biosintesis de las purinas y que
parece ser un sustrato dependiente de la via ALK”". Los
usuarios oncoélogos tendremos que esperar estudios
adicionales que permitan determinar el uso prioritario
de los antifolatos en los pacientes con CPCNP ALK
positivos que no tienen acceso al crizotinib, antes o
después del fallo a la terapia blanco-dirigida y/o para el
manejo de la enfermedad localmente avanzada como
parte de la neo o adyuvancia, con o sin el uso de la
radioterapia concomitante.

Tratamiento de los pacientes
ALK positivos

El impacto de la positividad del ALK en el prondéstico
de la enfermedad se ha estudiado en multiples pacien-
tes con enfermedad temprana tratados con diversas
intervenciones quirlrgicas, reportando supervivencias
disimiles respecto del control ALK negativo’’-8. En
la enfermedad avanzada, el rearreglo se asocia con
un prondstico neutral o ligeramente superior al de la
poblacion silvestre, excluyendo los pacientes mutados
para el EGFR®"-8, Por el momento, no contamos con
informacion respecto de la utilidad y seguridad del
crizotinib o de las moléculas de siguiente generacion
en pacientes con enfermedad ALK positiva temprana
o localmente avanzada.

Por el contrario, el inhibidor de tirosina quinasa dual
se ha probado en pacientes con linfomas, sarcomas,
carcinomas esofagicos y de pulmoén con alteraciones del
MET/ALK con cierto éxito. La informacién mas reciente
de los estudios fase I, que incluyeron 119 pacientes,
de los cuales 116 fueron evaluables para la respuesta,
encontrd una tasa del 61% independiente de la edad,
el sexo, el estado funcional o la linea en la que se utilizd
el crizotinib. La mediana de SLP fue de 10 meses y la
de la SG no esta aun madura; sin embargo, se cuenta
con un estimado temprano de la SG valoradaa 6y 12
meses, siendo esta del 90% y 81%, respectivamente®.

Resultados similares se obtuvieron del estudio fase |l
(PROFILE-1005), que recogid los datos de 136 pacientes
ALK positivos, incluyendo un beneficio sintomatico
sostenido, en particular, del dolor, disnea, tos y fatiga
después de seis semanas de iniciado el crizotinib. El
83% de los pacientes tuvo reduccién de la enfermedad
medible, que en 41 de ellos fue superior al 30%%.
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La actualizacion de la informacion presentada en el
2012 describio una TRG del 53% (IC95% 47-60), una
tasa de control de la enfermedad a 12 semanas del
85% (1C95% 80-89), una mediana para la duraciéon de
la respuesta de 43 semanas (IC95% 36-50) y una SLP
de 8.5 meses (IC95% 6.2-9.9).

Los efectos adversos mas frecuentes relacionados
con la intervencion fueron los cambios visuales (50%;
inicio dias después de la administracion del medica-
mento, incluyendo la presentacion de fotopsias, dis-
cromatopsias e imagenes persistentes en los bordes
de los campos visuales, usualmente relacionadas con
los cambios en la intensidad de la luz), nauseas (46%),
vomito (39%) y diarrea (35%), en la gran mayoria de
los casos de bajo grado. En una pequefia proporcion
de hombres expuestos a crizotinib, se ha reportado
el hipogonadismo, sugiriendo la necesidad de valo-
rar rutinariamente los niveles de testosterona con la
intencién de dar el soporte farmacolégico necesario.
También ha sido descrita la bradicardia profunda sin
origen aparente86:87,

En el 6% de los pacientes, se encontré toxicidad
severa asociada con el crizotinib, entre otros, disnea y
neumonitis, neutropenia febril y generaciéon de quistes
renales®®. Recientemente, Schnell y colaboradores re-
portaron hepatotoxicidad significativa dada por la ele-
vacion de las transaminasas, que ocurre regularmente
en los primeros dos meses de tratamiento, evento que
requirio la descontinuacion del inhibidor multiblanco
en menos del 1% de los casos®. Gracias a estas inves-
tigaciones, se aprobd la utilizaciéon del crizotinib en los
Estados Unidos bajo una vision condicional en espera
de los resultados de dos estudios de gran dimension
(PROFILE-1007 y -1014), en los que el objetivo primario
sera la SLP debido a la limitacion para valorar el curso
de la SG en pacientes con alta posibilidad de entrecru-
zamiento y largo tiempo de vida.

A razén de que la vida media del crizotinib ex-
cede las 50 horas, se esta explorando la posibilidad
de administrar el medicamento una vez al dia. De
igual forma, se han desarrollado diversos medica-
mentos de segunda generacion capaces de modular
la resistencia intrinseca al crizotinib; dos de ellos se
consideran mas potentes que la molécula descrita,
el AP26113 y el X276, que estan disponibles para
administracion via oral y parecen capaces de inhibir
las isoformas mutantes del ALK tras la exposicion al

crizotinib®®', El GSK1838705A es un inhibidor dual
que afecta el IGFIR y las vias dependientes del ALK
con una potencia inhibitoria de dos nanomoles por
litro y de 0,5 nanomoles por litro para cada uno de
los receptores, respectivamente. El medicamento ha
demostrado actividad antiproliferativa en un panel
que contemplé diversas lineas celulares derivadas de
tumores solidos y hematoldgicos, asi como en xeno-
gramas murinos, donde demostrd regresion de dos
modelos dependientes del ALK, como el KARPAS299
y el SR-786. A pesar de que este agente bloquea el
receptor de insulina, se ha hallado minima influencia
sobre la homeostasis de la glucosa, y, por el momento,
el medicamento esta en evaluacidon temprana para
poblaciones seleccionadas®>?3.

El TAE-684 es un inhibidor selectivo del ALK que
induce una reduccién significativa de la fosforilacion
con una potencia IC* < 10 nanomoles por litro. El
medicamento tiene un efecto terapéutico que es 100
a 1.000 veces mayor que el crizotinib para inhibir la
proliferacién celular, reduciendo a su vez la actividad
de otras quinasas y de varios efectores, como el ERK1/2,
AKT, STAT3, STAT5, SEC31A-ALK y NPM1-ALK. Los
pardmetros farmacocinéticos del TAE-684 se han
evaluado en ratones inmunodeficientes, mostrando
una biodisponibilidad adecuada (60%) después de la
administracion oral, con una vida media de 12 horas,
lo que sugiere un futuro promisorio como parte de las
estrategias terapéuticas de primer y segundo orden
para los pacientes ALK positivos®4¥7,

El CEP14083 es un inhibidor de tirosina quinasa con
actividad contra la fusion génica NPM/ALK documen-
tada en los linfomas de células T. El compuesto parece
unirse a la fraccion quinasa compitiendo con el ATP,
demostrando una actividad enzimatica contra el ALK de
11 nanomoles por litro. Igualmente, inhibe el receptor
de insulina en rango nanomolar y podria afectar otros
cambios dependientes del ALK documentados en el
CPCNP. En la actualidad, este agente no esta en de-
sarrollo para pacientes con tumores sélidos®®°°. Hace
poco, Nerviano Medical Sciences reportd resultados
promisorios con el inhibidor ALK NMS-E628, que
exhibe un IC* de 55 nanomoles por litro mas activi-
dad intermedia sobre el IGFIR y la aurora quinasa 2.
El compuesto ha demostrado inhibicién completa de las
vias de sefializacion dependientes de ALK in vitro y en
modelos animales portadores del CPCNP™010T,
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Resistencia a los inhibidores ALK

A pesar de la actividad del crizotinib en los pa-
cientes ALK positivo, la enfermedad progresa de
forma eventual en la totalidad de los casos. En la
mayoria, las manifestaciones suelen ser sistémicas,
pero en algunos pacientes este evento se circunscribe
al sistema nervioso central (SNC)&. Un estudio reali-
zado en la Clinica Mayo encontré que los pacientes
ALK positivo de menor edad presentaban un riesgo
mayor de desarrollar lesiones cerebrales y hepaticas
al momento de la progresién'®. En concordancia,
Otterson hall6 que, tras la exposicién al inhibidor
dual, gran parte de los progresores presentan un
buen estado funcional que permite la continuidad
del crizotinib, en especial, cuando hay lesiones po-
tencialmente tratables con radioterapia (la mediana
de control de la patologia en este término es de
10 semanas con un rango que oscila entre 3y 82
semanas)'®. Una controversia no resuelta para los
pacientes con afectacién cerebral es la baja con-
centracion del medicamento (< 0.3%) en el liquido
cefalorraquideo respecto de los niveles séricos. Este
hallazgo limita la utilidad del inhibidor ALK abriendo
nuevas hipotesis alrededor de la introduccion de los
compuestos de segunda generacion'®.

La resistencia adquirida del crizotinib se describio
en el 2010 al encontrar dos mutaciones en el dominio
tirosina quinasa (L1196M y C1156Y), cada una en di-
ferentes clonos de un mismo paciente?’; la sustitucion
L1196M ocurre en la posicion de apertura homéloga
a la mutacion T790M del EGFR o al cambio T315I
del BCR/ABL'®. Cinco mutaciones adicionales se han
descrito desde la introduccion del crizotinib en la
practica clinica (L1152R, G1269A, S1206Y, G1202R y
1151Tins)56:67106.107 'sin embargo, el analisis integral de
los organismos de resistencia ha logrado encontrar
nuevas alteraciones (F1174C y D1203N) y modelos, en-
tre otros, la ganancia en el nimero de copias de ALK,
la sobreexpresion o mutacion del EGFR, HER2, KRAS
y del KIT. Hoy sabemos que las mutaciones secun-
darias acufan el 40% de los mecanismos adquiridos
dependientes del ALK, favoreciendo el crecimientoy la
proliferacién tumoral®”'%¢, hallazgo que podria limitar
la eficacia de los nuevos compuestos debido al amplio
espectro de cambios que presentan estas neoplasias
tras la exposicion al crizotinib.
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Cerca del 13% de los pacientes ALK positivo de-
muestran la presencia de mutaciones adicionales en
otros oncogenes, incluyendo el EGFR, KRAS, BRAF o
MET'?; estas modificaciones representan vias alternas
de seleccion capaces de crear mecanismos de oposicion
relacionados con la emergencia de clonos independien-
tes o divergentes. Un estudio preclinico documentoé que
la inclusiéon de cADN EGFR puede generar resistencia
al crizotinib en lineas celulares, actuando como con-
ductor secundario, evento que contrasta con la intro-
duccion del KRAS®”. Hace poco, Ou y colaboradores
presentaron los resultados de un estudio fase I/Il que
evalué la administracion de crizotinib mas erlotinib en
20 pacientes previamente tratados con el inhibidor
dual; la combinacién demostré signos de actividad sin
aumento en la toxicidad basal atribuible a cada uno
de los compuestos'’®. Al menos un estudio adicional
esta probando el uso del crizotinib en combinacién con
dacomitinib (NCT01121575).

Un segmento de pacientes con resistencia indepen-
diente de ALK presenta amplificacion del KIT (definida
como una razén entre el gen KIT y el centrémeno
4 > 5) de forma focal o difusa, hecho que se puede aso-
ciar a la sobreexpresion del ligando. Hasta el momento,
es desconocida la relevancia clinica de este hallazgo y los
mecanismos terapéuticos potenciales para modularlo.

Aparte de los inhibidores ALK de segunda genera-
cion, dos estrategias farmacoldgicas se estan exploran-
do en la poblacion de pacientes resistentes al crizotinib;
la primera, el pemetrexed (descrito en un apartado
previo), y los inhibidores de la HSP90 (heat shock pro-
tein 90). La modulacién de la chaperona encargada de
estabilizar proteinas durante la maduracion de la célula
ha demostrado gran eficacia en modelos preclinicos de
NPM-ALKM-113,

Conclusiones

El CPCNP ALK positivo se encuentra entre el 3% y
10% de la poblacion y constituye un subtipo clinico y
gendmico bien caracterizado. El tratamiento de esta
poblacién incluye el uso del crizotinib, asi como la ex-
posicion al pemetrexedy a los inhibidores de la HSP90.
A pesar de las altas tasas de respuesta y de la prolon-
gada SLP obtenida después del uso del inhibidor dual,
se generan mecanismos de resistencia que se pueden
clasificar en dos grandes categorias, una que retiene
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la dominancia de la sefializaciéon via ALK y otra donde
se pierde esta de forma parcial o completa.

La resistencia dependiente de ALK ocurre a través
de mutaciones en el dominio tirosina quinasa, eventos
génicos que alteran la unién del crizotinib facilitando la
activacion constitutiva del ALK. Este tipo de resistencia
también se presenta gracias a la ganancia de copias
del gen de fusién que puede coexistir con las muta-
ciones adquiridas. En contraposicién, la resistencia

independiente parece estar dominada por cambios en
los receptores de la superfamilia HER y en el KRAS.
La pobre penetracion del crizotinib al SNC obliga el
uso de estrategias como la radioterapia para facilitar
el control de lesiones potencialmente sintomaticas. Es
necesario establecer la frecuencia de las alteraciones
en la cascada de sefalizacion dependiente de ALK
en nuestro entorno, facilitando en un futuro el uso
racional del crizotinib.
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