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Mecanismos de resisténcia aos inibidores do EGFR e

do ALK no cancro do pulmao

Resumo

Introducao: o cancro do pulmé&o constitui a principal causa de morte em
todo o mundo, sendo responséavel por 1,3 milhdes de mortes anualmente. O
tratamento do cancro do pulmé&o ndo pequenas células (CNPC), sobretudo do
subtipo adenocarcinoma, melhorou com a descoberta das mutacdes do EGFR e
do ALK, gue proporcionaram a instituicdo de terapéutica dirigida, como € o caso
dos inibidores da tirosina quinase (TKI) do EGFR e do ALK.

O gefitinib, o erlotinib e o afatinib sdo os agentes anti-EGFR utilizados em
primeira linha, enquanto o crizotinib constitui a primeira linha para os doentes
com mutacédo do ALK.

As resisténcias a estes farmacos surgem no decorrer do primeiro ano de
tratamento. Os mecanismos de resisténcia do EGFR incluem mutacoes
secundarias no local de ligacdo do EGFR, sendo a principal a mutacao T790M,
ativacdo de vias de sinalizacdo acessorias, transformacdo histologica
(transformacdao para cancro do pulméao de pequenas células e transicao epitélio-
mesénquima) e outras alteracbes genéticas que incluem mutacdes do KRAS,
perda do PTEN, mutacdes do PIK3CA, mutacdes do BRAF e polimorfismos do
BIM. Os mecanismos de resisténcia do ALK incluem mecanismos ALK-
dependentes (mutacbes pontuais no local de ligagdo do ALK) e ALK-
independentes (ativacéo de vias de sinalizacao acessorias).

O tratamento apos resisténcia as terapéuticas anti-EGFR podera passar
pelos inibidores de terceira geracdo, que tém maior especificidade para a
mutacdo T790M e que incluem o rociletinib e o osimertinib, enquanto as
resisténcias aos inibidores do ALK poderéo ser ultrapassadas pelos inibidores
de nova geracéao ceritinib, alectinib e brigatinib.

Objetivo: detalhar quais os principais mecanismos de resisténcia aos
TKI's do EGFR e ALK e rever quais as terapéuticas inovadoras em estudo que
podem ultrapassar este problema, oferecendo aos doentes novas oportunidades

de tratamento.



Métodos: revisdo bibliografica de artigos publicados entre 01/01/2013-
15/02/2016 usando a base de dados PubMed/Medline.

Conclusao: os TKI's tém um grande impacto no prognostico dos doentes
com CNPC estadio IV a curto prazo, mas o problema do desenvolvimento de
resisténcias é transversal a todos os TKl's. O futuro podera passar pela sua
utilizacdo em sequenciacdo de forma a controlar a doenca o maior tempo

possivel.

Palavras Chave: cancro do pulm&o nao-pequenas células (CNPC); EGFR; ALK;
inibidores da tirosina quinase (TKI’s); mecanismos de resisténcia.

Abstract

Introduction: Lung cancer is a leading cause of cancer-related mortality
worldwide, being responsible for 1,3 million deaths annualy. Discovery of
activating mutations in EGFR and ALK genes improved non-small cell lung
cancer (NSCLC) treatment, particularly adenocarcinoma subtype, by introduction
of EGFR and ALK tyrosine kinase inhibitors (TKI). Today, gefitinib, erlotinib and
afatinib are the first-line treatment for patients with EGFR-mutated advanced
NSCLC, while crizotinib is the first-line treatment for patients with ALK-mutated
advanced NSCLC. Unfortunately, patients develop resistance to these agents in
the first year of treatment, posing a challenge to oncologists. The resistance
mechanisms to EGFR TKI mainly reported are second-site mutations in EGFR,
such as T790M mutation, aberrated activation of the bypass pathways, histologic
transformation (small cell transformation and epithelial-mesenchymal transition)
and another genetic alterations such as KRAS mutation, loss of PTEN, PIK3CA
mutations, BRAF mutations and BIM polymorphisms. Resistance mechanisms to
ALK TKI include ALK-dependent mechanisms (secondary mutation in the kinase
domain of ALK) and ALK-independent mechanisms (activation of alternative
pathways).

Third generation EGFR inhibitors were designed to overcome resistance
mechanisms and they are particularly potent against T790M mutation. These
include rociletinib and osimertinib. Similarly, next generation ALK inhibitors, such



as ceritinib, alectinib and brigatinib had promising results in recent phase I/l
studies in overcoming some of ALK resistant mutations.

Objective: in this review of scientific literature are summarized the main
resistance mechanisms to EGFR and ALK inhibitors as well as the breakthrough
therapies in study that could help oncologists to overcome this emerging problem
by offering the best treatment options to patients.

Methods: review of articles published between 01/01/2013-15/02/2016
using electronic database PubMed/Medline.

Conclusion: TKI's improve short-term prognosis in stage IV NSCLC, but
resistance development problem is transversal to all. In the future, TKI's may be

used one after another to control disease progression as long as possible.

Keywords: non-small cell lung cancer (NSCLC); EGFR; ALK; tyrosine kinase

inhibitors (TKI’s); resistance mechanisms.

1. Introducéo

O cancro do pulméao constitui a principal causa de morte em todo o0 mundo,
sendo responsavel por 1,3 milhdes de mortes anualmente [Vansteenkiste et al.
(2013)]. Dados da ESMO de 2013 revelaram gque a taxa de mortalidade na Unido
Europeia diminuiu em 6% nos homens, mas aumentou em 7% nas mulheres,
estando estas a atingir o nivel de mortalidade dos homens [Reck et al. (2014)].
Em cerca de 70% dos casos a doenca € diagnosticada em estadio avancado
[Besse et al. (2014)], dai que a sobrevida global seja pobre, com taxas de 41,5%
no primeiro ano e de 15% aos cinco anos [Ge et al. (2015)]. O principal fator de
risco modificavel € o consumo de tabaco, estimando-se que a sua contribuicdo
para o surgimento de cancro atinga os 85-90 % [Ettinger et al. (2015)].

O cancro do pulmao esta divido em dois grandes grupos, tendo como base
a classificacdo histologica: Cancro do Pulmédo de Pequenas Células (CPC) e
Cancro do Pulmao N&o-Pequenas Células (CNPC), este ultimo contribuindo com
85-90% dos casos [Ettinger et al. (2015)]. Esta divisdo é util sobretudo em termos
de tratamento, uma vez que o CNPC possui uma vasta gama de alternativas
terapéuticas comparativamente ao CPC, mas também em relacdo ao

prognostico, tendo o CPC um progndstico mais reservado.



O CNPC engloba o adenocarcinoma (50%) [Boolell et al. (2015)], o
carcinoma espinocelular (30%) [Boolell et al. (2015)], o cancro do pulmao de
grandes células e os tipos mistos, sendo que o tratamento varia hdo s6 com a
histologia e o estadio, mas também com as alteracées moleculares e genéticas,
a idade, o perfil funcional (ECOG), as comorbilidades e as preferéncias do
doente [Reck et al. (2014)]. Além disso, o esquema terapéutico a implementar
passa sempre por uma abordagem multidisciplinar em que o doente costuma ter
participacdo ativa através das consultas de grupo.

O tratamento do CNPC inclui a cirurgia (estadios | e Il), que pode ser
complementada com quimioterapia adjuvante (estadios Il e Ill), sendo o
protocolo mais utilizado a cisplatina combinada com vinorelbina. A radioterapia
primaria pode ser realizada em doentes em gue a cirurgia esteja contraindicada,
e nos tumores de localizacé@o periférica no estadio I. A quimioterapia € sempre
parte integral do tratamento do estadio Ill, independentemente de terem sido
submetidos a cirurgia e/ou radioterapia prévias, tendo por base a cisplatina
combinada com etoposido ou vinorelbina [Vansteenkiste et al. (2013)].

A quimioterapia deve ser considerada para os doentes em estadio IV com
score funcional ECOG Performance Satatus (OS) 0-2, optando pela combinagé&o
de farmacos com menor perfil de efeitos adversos, mas que inclui normalmente
compostos derivados da platina (cisplatina e carboplatina) em combinacédo com
outro agente (paclitaxel, docetaxel, pemetrexedo, vinorelbina, gemcitabina,
etoposido) [Reck et al. (2014); Ettinger et al. (2015)]. Na primeira linha de
tratamento séo realizados 4 ciclos de quimioterapia, podendo ir até 6 [Reck et al.
(2014); Ettinger et al. (2015)].

O tratamento do cancro do pulméo em estadio IV sofreu uma evolucao na
altima década com a descoberta de mutacbes suscetiveis a terapéuticas
dirigidas. Dois exemplos incluem a descoberta de mutacdes no dominio tirosina
quinase no EGFR e no gene de fusdao ALK-EML4 que s&o alvos para a
terapéutica dirigida com inibidores da tirosina quinase (TKI’s). Estas mutacdes
alteram vias de sinalizacdo intracelulares que controlam a apoptose e a
proliferacéo celular [Shea et al. (2015)].

As mutacgOes do EGFR foram identificadas pela primeira vez no cancro do
pulmdo em 2004, com uma prevaléncia estimada global que pode chegar aos

20% no adenocarcinoma [Shea et al. (2015)]. As delecBes no exdo 19 e a
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substituicdo L858R no exdo 21 constituem 85-90% dos tumores com mutagao
no EGFR [Shea et al. (2015); Tan et al. (2015)] e estdo frequentemente
associadas a um perfil clinico especifico, que inclui mulheres, ndo-fumadores,
asiaticos e histologia de adenocarcinoma [Boolell et al. (2015)]. Atualmente
existem 3 farmacos aprovados pelo INFARMED para utilizagdo neste grupo de
doentes e que incluem o erlotinib (Tarceva ®), o gefitinib (Iressa ®) e o afatinib
(Giotrif ®), que vieram substituir a quimioterapia como primeira linha de
tratamento em doentes mutados. No entanto, estes doentes sofrem progressao
da doenca ap6s um periodo de 10-13 meses [Tan et al. (2015)] como
consequéncia da aquisicao de resisténcias ao tratamento, em que 0 mecanismo
mais frequente (50-60%) € a substituicdo de uma metionina por uma treonina na
posicdo 790 no exdo 20 (T790M), que diminui a afinidade dos TKI’s para o0 seu
recetor [Tan et al. (2015)].

Os rearranjos no gene do ALK ocorrem em 3-5% dos doentes com CNPC
e tipicamente afetam pessoas jovens, ndo fumadores ou fumadores leves, com
histologia de adenocarcinoma, mas sem predisposicdo por género ou etnia
[Cameron et al. (2015)]. O crizotinib (Xalkori ®) foi o primeiro farmaco aprovado
pelo INFARMED (2012) para o tratamento destes doentes, sendo que as
resisténcias adquiridas surgem apos um periodo de 7-11 meses de tratamento
[Cameron et al. (2015)]. Mais recentemente (2015), o ceritinib (Zykadia ®) foi
aprovado para o tratamento dos doentes que progridem apoés terapia com
crizotinib. O alectinib (Alecensa ®) foi aprovado no Japéo (2014) com a mesma
indicagcdo [Cameron et al. (2015)]. Os mecanismos de resisténcia sao
classificados como ALK-dependentes ou ALK-independentes, sendo bastante
mais heterogéneos do que 0s mecanismos de resisténcia associados ao EGFR.

O objetivo desta revisdo da literatura passa pela identificacdo e
caracterizacdo dos mecanismos conhecidos de resisténcia aos inibidores da
tirosina quinase usados nos doentes com muta¢des do EGFR e ALK, bem como

das possiveis abordagens terapéuticas nos doentes com essas resisténcias.

2. Métodos

A pesquisa de artigos foi realizada utilizando a base de dados eletronica
PubMed/Medline, restrita ao periodo entre 01/01/2013 e 15/02/2016, incluindo
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apenas artigos com base em estudos em humanos. As palavras chave utilizadas
foram “ALK inhibitors lung cancer”, “EGFR inhibitors lung cancer” e “resistance
EGFR TKIs”, tendo a busca inicial resultando em 459, 1515 e 317 artigos,
respetivamente, completando um total de 2291 artigos.

A pesquisa foi filtrada para incluir apenas artigos completos (“full text”) de
revisdes sistematicas, meta-analises, ensaios clinicos, revisdes da literatura,
estudos observacionais e case report resultando num total de 973 artigos. Apés
a leitura do abstract foram selecionados 56 artigos, que correspondem a 24
revisdes da literatura, 15 ensaios clinicos, 14 estudos observacionais e 3 case
report, sendo que os critérios de inclusdo foram os seguintes: restricdo da
abordagem ao cancro do pulmdo; citacdo dos principais mecanismos de
resisténcia; mencgao aos principais farmacos TKI’s e seu modo de agao e estudos

comparativos entre os diversos TKI’s de nova geragéao.

3. Via de Sinalizacdo do EGFR

O EGFR, também conhecido como ERBB1 ou HER1, é um recetor de
tirosina quinase transmembranar (TKR) [Huang et al. (2015)]. E um membro da
familia de recetores HER e um componente essencial nas vias de sinalizacéo
intracelulares [Huang et al. (2015)]. A interacdo com os seus ligandos (EGF e
TGF-a) leva a alteragdes conformacionais no EGFR com autofosforilagdo do
dominio citoplasmatico, que ativa vias de sinalizacdo a jusante [Huang et al.
(2015)]. As trés vias principais a jusante que sofrem ativacdo mediada pelo
EGFR sé&o as vias de sinalizacdo RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT e JAK/STAT, que
estimulam a mitose, levando a proliferacéo celular e inibicdo da apoptose [Huang
et al. (2015)]. Estas vias de sinalizac&o intracelulares sdo cruciais no normal
crescimento e desenvolvimento celulares [Huang et al. (2015)].

O EGFR também serve de estimulo para a proliferacdo de células
cancerigenas, uma vez que mutacdes no gene EGFR e consequente expressao
de proteinas anémalas, levam a ativacao perpetuada das vias de sinalizacéo a
jusante, especialmente no que diz respeito ao cancro do pulméo [Huang et al.
(2015)]. O gene EGFR esta localizado no cromossoma 7 e consiste em 28 exdes
[Huang et al. (2015)]. A funcgé&o de tirosina quinase é codificada pelos exdes 18-

24, com mais de 90% das mutaces conhecidas a ocorrerem nos exdes 19-21
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[Huang et al. (2015)]. Até a data quatro mutac6es foram identificadas nos exdes
do EGFR e todas elas envolvem o dominio de quinase citoplasmatico: mutacéo
G719 no exdo 18, delecédo dos aminoacidos 747-750 no ex&o 19, insercdes in-
frame no exéao 20 e as mutacdes L858 e L861 no exao 21 [Roviello (2015)]. As
mutacbes mais frequentes incluem as dele¢cbes no exdo 19 (40-50%) e as
mutacdes no exao 21 (30-40%), sendo preditores de resposta favoravel aos
TKI's [Roviello (2015); Costa et al. (2015)].

Os TKI's sdo uma opcao terapéutica em doentes com mutacdes do EGFR,
pois inibem o dominio de tirosina quinase citoplasmatico competindo com o ATP,
impedindo que este se ligue ao recetor. Além disso, também induzem apoptose
mediada pelo BCL2-like 11 (BIM) [Huang et al. (2015)].

No entanto, o tratamento com TKI’'s ndo tem beneficio permanente, uma

vez que resisténcias costumam surgir em menos de 1 ano.

3.1. Mecanismos de Resisténcia aos TKI’'s do EGFR

A resisténcia associada a terapéutica dirigida com TKI é classicamente
divida em dois grupos: resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida [Maione et
al. (2015); Tan et al. (2015)].

A resisténcia intrinseca denota auséncia de resposta de novo ao
tratamento, enquanto que a resisténcia adquirida corresponde a progresséao da
doenca apds um periodo de resposta inicial ao tratamento [Maione et al. (2015);
Tan et al. (2015)].

Os critérios de resisténcia adquirida incluem: tratamento prévio com um
TKI; presenca documentada de mutagéo do EGFR sensivel aos TKI's no inicio
do tratamento ou beneficio clinico inicial com o tratamento com um TKI, definido
como resposta parcial ou completa pelos critérios RECIST ou da WHO ou
beneficio clinico significativo e sustentavel (= 6 meses) apds iniciar TKI;
progresséo sistémica da doenca (RECIST ou WHO) aquando do tratamento
continuo com TKI ou tratamento pelo menos nos ultimos 30 dias; auséncia de
terapéutica sistémica adicional entre a cessacédo dos TKI’s e a nova terapéutica
[Maione et al. (2015); Tan et al. (2015)].



3.1.1. Resisténcia Intrinseca

As taxas de resposta global (TRG) aos TKI’s do EGFR séao altas entre os
doentes mutados, no entanto alguns nao respondem a estes farmacos desde o
inicio do tratamento. Os mecanismos de resisténcia intrinseca sdo alvo de
discusséo, mas pensa-se que em parte resultardo de sensibilidades diferentes
aos TKI’s entre as varias mutacdes do EGFR [Costa et al. (2015)]. As mutacdes
“classicas” (delegdes do exado 19 e mutagao L858R no exao 21) conferem grande
sensibilidade aos TKlI’'s. Por outro lado, inser¢cdes ou duplicacdes no exéo 20,
gue sdo encontradas em 4-10% dos doentes com muta¢cées EGFR, a mutagéo
pontual S768I (exdo 20) e mutacdes pontuais no exdo 18 (G719A, G719S e
G719C) tém sido descritas como resistentes aos TKl’s [Siegelin et al. (2014);
Tan et al. (2015)].

A resisténcia intrinseca também pode ser conferida por alteracdes
genéticas que ocorrem concomitantemente com mutacdes do EGFR sensiveis.
A amplificagdo do MET e a mutagdo T790M sao mecanismos de resisténcia
adquirida bem conhecidos. No entanto, tem sido sugerido que estas alteragbes
podem conferir resisténcia intrinseca quando presentes em frequéncias alélicas

elevadas no inicio do tratamento [Maione et al. (2015)].

3.1.2. Resisténcia Adquirida

As vias de sinalizacdo intracelulares responsaveis pelo crescimento e
sobrevivéncia celulares estdo muito dependentes da ativacdo do EGFR, logo, as
células tumorais que tém uma capacidade de adaptacdo ao meio ambiente,
desenvolvem mecanismos de resisténcia que permitem ativar o EGFR embora
este seja inibido pelos TKl's, uma vez que isso ira ditar a sua capacidade de
sobrevivéncia [Remon et al. (2014)].

Véarios grupos de investigadores analisaram o0s mecanismos de
resisténcia em doentes apoOs progressdo aos TKI's tendo por base biopsias
tumorais repetidas na altura da progressao da doenca, tendo sido concluido que
existem pelo menos quatro grupos principais de mecanismos de resisténcia
adquirida: presenca de mutag¢des secundarias no EGFR; presenca de ativagdo
paralela das vias de sinalizacdo a jusante do EGFR (ativacdo por bypass);
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fendmenos de transformacao fenotipica e ocorréncia de alteracdes genéticas
adicionais. No entanto, em aproximadamente 30% dos casos 0s mecanismos de

resisténcia nao sao identificados [Remon et al. (2014)].

3.1.2.1. Mutag¢Bes Secundérias no EGFR

A mutacao com substituicdo de uma metionina por uma treonina no codao
790 do exdo 20 (T790M) do gene EGFR é o tipo mais comum de mutacdo que
confere resisténcia adquirida aos TKI’s, estando presente em 50-60% dos casos
[Kuipera et al. (2014); Remon et al. (2014); Tan et al. (2015)].

A T790M tem sido designada como um residuo “gatekeeper”, importante
para regular a especificidade inibitéria no local de ligacdo do ATP, ou seja, a
mutacdo T790M aumenta a afinidade do local de ligagdo do ATP para o ATP,
competindo desta forma com os TKl's e conferindo resisténcia [Huang et al.
(2015)].

Atualmente existem duas teorias que explicam a presenca de mutacdes
secundarias: subclonizacdo e mutag¢do induzida [Huang et al. (2015)]. A
subclonizacao defende que no inicio do tratamento com TKI, o tumor ja expressa
alguns clones mutados, mas como estdo em quantidades diminutas ndo se
conseguem identificar pelos métodos de genética molecular atuais e nao
conferem resisténcia imediata. O contato com os TKl's induz presséo seletiva
que altera a composicdo tumoral, levando ao aumento do numero destes clones
até gue eventualmente causem resisténcia. A segunda teoria defende que estes
clones sao produzidos de novo apenas apos o contacto com os TKI’s.

A mutacdo T790M também pode ser detetada como mecanismo primario
de resisténcia em biopsias tumorais de doentes sem exposi¢ao préevia aos TKI’s
e neste caso a sua presenca confere pior progndéstico ao tratamento com TKI
[Remon et al. (2014)]. No entanto, ao contrario do que acontece com a mutacao
priméria T790M, a resisténcia adquirida pela mutacdo T790M identifica um
subgrupo de cancro do pulmdo EGFR-mutado com crescimento muito mais
indolente em modelos pré-clinicos. Aléem disso, dados de doentes com mutacao
T790M adquirida demonstram sobrevivéncia apds progressdo mais longa
guando comparados com os doentes T790M-negativos, bem como maior

probabilidade de a progressao ocorrer em locais ja com doenca estabelecida
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anteriormente e, por isso, terem melhor capacidade funcional do que os doentes
T790M-negativos [Remon et al. (2014)].

Outras mutacfes secundarias do EGFR associadas com a resisténcia
adquirida incluem: T854A no exdo 21; L747S e D761Y, ambas no exao 19.
Contudo a frequéncia destas muta¢des é muito baixa quando comparada com a
da T790M [Remon et al. (2014); Tan et al. (2015)].

Uma vez que a sinalizacéo celular fica dependente do EGFR mesmo apos
a aquisicdo destas mutacOes adquiridas, varios ensaios clinicos estudaram o
impacto da intensificacdo da inibicdo do EGFR através do uso de inibidores do
EGFR de 22 e de 32 geracdes. Estas terapias serdo abordadas mais a frente

nesta revisao.

3.1.2.2. Ativacdao por vias de sinalizacdo acessorias (bypass)

A ativacdo sincrona de quinases redundantes produz resisténcia
adquirida através da ativacdo de vias de sinalizacdo acessorias. As varias
alteracOes associadas a este mecanismo incluem: expressdo aumentada de
HER2, amplificacdo do c-MET, expressdo aumentada de HGF, anormalidades
do IGFR, expressdo aumentada de AXL e anormalidades em moléculas de
multiplas vias da angiogénese [Huang et al. (2015)].

A familia de recetores HER é constituida pelo EGFR (HER1), HERZ2,
HER3 e HER4. Estes recetores tém um dominio de tirosina quinase
citoplasmatico que pode ser ativado através do ligando especifico, a que se
segue dimerizacao do recetor. Embora o HER2 aparente nao ter nenhum ligando
especifico, parece interagir de forma reversivel com o EGFR e o HERS para
formar heterodimeros ativos que ativam vias de sinalizacdo acessoérias que
governam a proliferacdo e migracdo celulares. Desta forma, mutagbes ou
expressdo aumentada de HER2 estdo envolvidas na resisténcia aos TKI's em
cerca de 12% dos casos e podem ser um bom alvo de tratamento [Huang et al.
(2015); Tan et al. (2015)]. Comparativamente com outras proteinas HER, ndo
existem atualmente mutacdes conhecidas que confiram propriedades
oncogénicas ao HER3, mas esta proteina também participa indiretamente na
resisténcia aos TKI's. A fosforilagdo do HER3 é guiada pelo HER1, HER2 ou
amplificagdo do proto-oncogene c-Met. O HER3 serve como principal ativador
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das vias de sinalizagdo PISK/AKT e MEK/MAPK, contribuindo para a
sobrevivéncia da maior parte das células tumorais. O uso de anticorpos
monoclonais contra o recetor do HER3, como o MM-121 e MM-111 é uma
estratégia que esta atualmente em estudo [Huang et al. (2015)].

O proto-oncogene MET codifica um recetor transmembranar de tirosina
quinase que esta envolvido na motilidade das células epiteliais, crescimento e
angiogénese dos tumores [Remon et al. (2014)]. Tem como ligando o Fator de
Crescimento derivado do Hepatécito (HGF). A amplificacdo do MET é reportada
em 5-10% dos doentes com resisténcia adquirida aos TKl's [Tan et al. (2015)],
causando resisténcia através da fosforilagdo do HER3 independente do EGFR,
levando a ativacdo da via de sinalizacdo do PISK/AKT mesmo na presenca de
um TKI [Remon et al. (2014)]. Embora a amplificagdo do MET possa ocorrer com
a mutacao T790M, cerca de 60% dos doentes com amplificacdo do MET néo
tém mutacdo T790M [Remon et al. (2014)]. Em modelos pré-clinicos, os
inibidores do MET conseguem tratar este tipo de resisténcia, mesmo em células
com a mutacdo T790M [Remon et al. (2014)]. Existe uma correlacdo inversa
entre a presenca da mutacdo T790M e o numero de coOpias do gene MET,
sugerindo um papel complementar dos dois mecanismos na aquisicdo de
resisténcias [Remon et al. (2014)].

O HGF é o ligando do MET e atua como fator pleiotrépico e citocina,
promovendo a proliferacdo, sobrevivéncia, motilidade, diferenciacdo e
morfogénese celulares [Huang et al. (2015)]. A expressao elevada do HGF é
outro dos mecanismos de resisténcia aos TKI’s, que induz resisténcia através da
ativacdo do MET, que restaura a fosforilagdo dos mediadores que ativam as vias
de sinalizacdo MAPK/ERK1/2 e PI3K/AKT [Huang et al. (2015)]. Esta ativacéo
é independente do EGFR e HER3 [Remon et al. (2014); Huang et al. (2015)].

Anormalidades no recetor do fator de crescimento derivado da insulina
(IGFR) também contribuem para a resisténcia aos TKI’s. O IGF-1R participa na
via de sinalizacdo do PI3K. A perda de expressdo de proteinas ligantes do IGF-
1R nas células tumorais tratadas com TKI aumentam a atividade da sinalizacao
através do IGF-1R, levando a resisténcia [Huang et al. (2015)].

O AXL pertence a familia TAM de recetores da tirosina quinase e tem
como ligando a proteina GAS6 [Huang et al. (2015)]. A ativacdo do AXL aumenta

a migracdo, proliferacdo e agregacdo celulares através de varias vias de
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sinalizacdo. Os investigadores sugerem que a ativagdo exagerada do AXL
promova a ativacdo do AKT, MAPK e NF-kB, talvez em associagdo com a
transicdo epitélio-mesénquima, levando a resisténcia aos TKlI’s [Huang et al.
(2015)].

A angiogénese é um passo fundamental no crescimento tumoral e
metastizacdo. Por isso, a inibicho de mudultiplas vias de sinalizacdo da
angiogénese pode ndo s6 melhorar a atividade antitumoral dos TKI’s, como
prevenir as resisténcias. Possiveis alvos para esses tratamentos incluem os
fatores de crescimento vascular endotelial (VEGF’s), os fatores de crescimento
fibroblastico (FGF’s), os fatores de crescimento derivados de plaquetas

(PDGF’s) e seus respetivos recetores [Huang et al. (2015)].

3.1.2.3. Transformacéao Histoldgica

Até ao momento pouco se sabe acerca deste mecanismo de resisténcia
adquirida, que inclui a transformacéo para cancro do pulmdo de pequenas
células (CPC) [Kim et al. (2015)] e a transicao epitélio-mesénquima.

A transformacdo para CPC ocorre em 3-5% dos casos de resisténcia
adquirida [Remon et al. (2014)]. Embora o mecanismo exato ainda ndo esteja
esclarecido, pensa-se que as vias do p53 e do RB possam ter um papel
importante [Remon et al. (2014)]. Estes tumores passam a expressar
marcadores neuroenddcrinos, mantém a mutacdo EGFR original e respondem a
quimioterapia padrdo do CPC, mas até ao momento nenhum demonstrou a
presenca da mutacdo T790M ou amplificacdo do MET [Remon et al. (2014)].

A transicao epitélio-mesénquima (TEM) € um processo fisiologico durante
o desenvolvimento embrionario que parece ser restaurado nos tecidos aquando
do processo de regeneracao e cicatrizacdo ou em certas condi¢des patoldgicas
como a fibrose e o cancro [Huang et al. (2015)]. A TEM é um fenbmeno em que
as células tumorais perdem o seu fendtipo epitelial, nomeadamente através da
perda da proteina de adeséao celular E-caderina, e desenvolvem uma morfologia
mais fusiforme, carateristica das células mesenquimatosas, com aquisi¢cao de
marcadores mesenquimatosos, como a vimentina, fibronectina e N-caderina
[Remon et al. (2014); Huang et al. (2015)]. O mecanismo exato da aquisicdo da

TEM permanece incerto, mas pensa-se que varios mediadores possam estar
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implicados, entre os quais as vias de sinalizacao do AXL, TGF-B3, FGF, EGF,
HGF, IL-8, IL-6, Notch-1, SOX9, FoxO4, SRC e CRIPTO-1 [Huang et al. (2015)].

3.1.2.4. Outras Alteracdes Genéticas

Alteracdes em vias de sinalizagdo paralelas ou secundarias ao EGFR nos
doentes EGFR ndo mutados (wild-type) também conferem resisténcia aos TKI’s.
Estas alteracdes podem estar presentes desde o inicio ou fazerem parte de um
mecanismo de resisténcia adquirida e incluem mutacées do KRAS, perda do
PTEN, mutacfes do PIK3CA, mutacdes do BRAF e polimorfismos do BIM.

As proteinas RAS incluem o K-RAS, N-RAS e H-RAS, que sdo GTPases
que participam em varias func¢des criticas ao normal funcionamento celular.
Mutacbes oncogénicas dos genes RAS, que produzem proteinas RAS
constitutivamente ativas resultam em proliferacdo descontrolada e sobrevivéncia
das células tumorais. No total, 25-30% dos adenocarcinomas apresentam
mutac&do do KRAS [Boolell et al. (2015); Shea et al. (2015)] e 80% das mutacdes
KRAS ocorrem no codao 12, sendo que as outras mutacfes estéo localizadas
principalmente no coddo 13 e 61. A alteracéo genética do RAS constitui um fator
de mau progndstico para a sobrevivéncia dos doentes com CNPC e estas
mutacBes conferem resisténcia intrinseca aos TKI’'s, uma vez que mutacdes do
KRAS sdo mutuamente exclusivas com mutacées EGFR e ALK [Boolell et al.
(2015); Huang et al. (2015)].

O PTEN medeia a ativacdo do AKT, regulando negativamente a via de
sinalizacao PISK/AKT/mTOR, o que resulta em paragem do ciclo celular em G1
e apoptose. A delecdo do gene supressor tumoral PTEN no cromossoma 10
contribui para a resisténcia adquirida aos TKI’s através da ativacdo do AKT e
consequentemente do EGFR [Huang et al. (2015)].

O gene PIK3CA codifica a subunidade catalitica PI3K [Huang et al.
(2015)]. As mutagdes do PIK3CA séao identificadas em cerca de 5% dos doentes
com mutacdo EGFR que desenvolveram resisténcia adquirida aos TKl's e
pensa-se que esteja presente em 2% de todos os adenocarcinomas em conjunto
com outras mutagdes [Remon et al. (2014)]. Estudos recentes demonstraram

gue estas mutacdes coexistem frequentemente com mutacées EGFR e KRAS
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[Huang et al. (2015)]. Doentes com mutacao apenas no PIK3CA com CNPC tém
pior prognostico [Huang et al. (2015)].

O BRAF € um componente da via de sinalizacdo EGFR/RAS/RAF, que
codifica uma quinase RAS responsavel pelo crescimento celular, diferenciacao,
apoptose e transformacdo maligna. Mutacbes do BRAF (G469A, V600E e
V599E) induzem resisténcia aos TKl's [Huang et al. (2015)]. Estas mutac¢des sao
identificadas em cerca de 2% dos adenocarcinomas, com a V600E identificada
em 1% deles [Boolell et al. (2015)].

O BIM é um membro da familia BCL-2 com funcdo pré-apoptoética, que
desempenha um papel importante na indugdo da apoptose celular e
metastizacdo tumoral. A sua regulacdo aumentada € necessaria para induzir
apoptose através do EGFR, mediada pelos TKI’'s do EGFR. O polimorfismo do
BIM que altera o splicing do exao 4 para o 3 resulta na expressao de isoformas
de BIM sem o dominio pro-apoptético BCL2-BH3, o que confere resisténcia
intrinseca aos TKI’s [Huang et al. (2015)].

Recentemente, Liang et al (2016) reportaram uma caso de uma doente
de 46 anos com adenocarcinoma do pulmdo estadio IVb que apresentava
mutacdo do EGFR devido a delecdo no exao 19, que inicialmente respondeu ao
erlotinib, mas que aos 8 meses de tratamento sofreu progressao da doenca,
sobretudo de metastases hepaticas. A analise do DNA livre plasmatico (ctDNA)
demonstrou a presenca da translocacdo EML4-ALK. Este caso vem demonstrar
que talvez as mutacdes do EGFR e ALK nédo sejam totalmente exclusivas, com

a mutacao do ALK a poder funcionar como possivel mecanismo de resisténcia.

4. Via de Sinalizagdo do ALK

O ALK (anaplastic lymphoma kinase) é um recetor de tirosina quinase
transmembranar que é um membro da superfamilia dos recetores da insulina,
um largo grupo de recetores que também inclui outras tirosinas quinases de
relevancia oncoldgica, como MET e RON [Bayliss et al. (2015); Sullivan et al.
(2016)]. O ALK é expressado normalmente apenas no sistema nervoso central,
onde se pensa que podera ter um papel no desenvolvimento e diferenciacéo
neurais [Bayliss et al. (2015); Farina et al. (2016)]. A sinalizacdo através do ALK

nas células cancerigenas ocorre através de trés mecanismos principais: fusédo
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de genes (NPM-ALK, EML4-ALK), amplificacdo do gene do ALK e mutacdes
pontuais ativadoras (F1174L no neuroblastoma) [Bayliss et al. (2015)].

O ALK foi identificado pela primeira vez em 1994 como parte da proteina
oncogénica de fusdo NPML-ALK associada ao linfoma anaplasico de grandes
células [Sullivan et al. (2016)]. Em 2007 verificou-se a descoberta da proteina de
fusdo EML4-ALK num doente com adenocarcinoma do pulméo, a primeira
proteina de fusdo oncogénica descoberta no cancro do pulméao [Bayliss et al.
(2015); Sullivan et al. (2016)].

As proteinas EML (echinoderm microtubule-associated protein-like)
interagem com 0s microtubulos e a tubulina soluvel, tendo sido demonstrada
uma associacao funcional entre o fuso mitético e estas proteinas [Bayliss et al.
(2015)]. Sao expressadas em varios tecidos, incluindo o pulméo e pensa-se que
terdo um papel crucial na formacdo e manutencdo dos microtubulos [Bayliss et
al. (2015)]. O gene EML4 e ALK situam-se ambos no cromossoma 2 e a fuséo
ocorre através de uma inversdo paracéntrica [Bayliss et al. (2015)]. Embora os
mecanismos de sinalizacdo intracelulares ndo estejam totalmente clarificados,
acredita-se que a proteina de fusdo EML4-ALK ative a sinalizacao através das
vias Akt, ERK e STAT3 [Bayliss et al. (2015)].

Os rearranjos do ALK estéo presentes em 3-7% dos doentes com CNPC
[Bayliss et al. (2015); Sullivan et al. (2016)] e sdo mais comuns em doentes nao
fumadores/ fumadores leves, histologia de adenocarcinoma, idades mais jovens,

mulheres e tumores wild-type para EGFR e KRAS [Sullivan et al. (2016)].

4.1. Mecanismos de Resisténcia aos TKI’'s do ALK

A semelhanca do que acontece com o tratamento com TK| do EGFR, os
TKI's do ALK levam a respostas excelentes em termos de remissédo da doenca
no inicio do tratamento, mas a resisténcia acaba por ocorrer num periodo que
varia entre os 7-11 meses [Cameron et al. (2015); Sullivan et al. (2016)].

As resisténcias séo divididas em dois tipos classicos: mecanismos ALK-
dependentes e mecanismos ALK-independentes [Cameron et al. (2015); Sullivan
et al. (2016)].

Os mecanismos ALK-dependentes incluem mutagdes pontuais no
dominio de tirosina quinase do ALK, amplificagbes do gene ALK ou ambas,
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enquanto os mecanismos ALK-independentes dizem respeito a ativacao de
outras vias de sinalizagdo [Cameron et al. (2015)].

As mutacdes pontuais correspondem a quase um terco dos mecanismos
de resisténcia, e incluem a mutacdo L1196M, que € a mutacédo analoga a T790M
do EGFR, sendo a que mais comumente € identificada. Outras mutacdes
identificadas incluem: 1151Tins, L1152R, C1156Y, 11171T, F1174L, V1180L,
G1202R, D1203N, S1206Y e G1269A [Cameron et al. (2015)]. Estas mutacdes
aumentam a afinidade do recetor de tirosina quinase para o ATP, diminuindo,
portanto, a afinidade da ligagao dos TKI’s.

A amplificacdo do gene ALK, definida como o aumento do numero de
cOpias do rearranjo EML4-ALK apés tratamento com TKI, ocorre em cerca de
18% dos casos, sendo também um mecanismo de resisténcia importante
[Roviello (2015)].

Uma vez que as mutacdes pontuais e a amplificacdo do ALK ainda ficam
dependentes da sinalizacao através do ALK, os inibidores de 22 geracdo que sdo
mais potentes a inibir a quinase do ALK e que sdo ativos contra algumas das
mutacdes descritas, podem desempenhar um papel fulcral no tratamento futuro
destes doentes.

Os mecanismos ALK-independentes ocorrem tipicamente através do
recrutamento de vias de sinalizacdo oncogénicas alternativas que formam um
bypass a ativacdo através do ALK, correspondendo a 20% dos casos [Maione et
al. (2015)]. Estas incluem a sinalizacao através do EGFR, amplificacdo do KIT,
mutacBes do KRAS e ativacdo do IGF1 [Cameron et al. (2015)]. Como estes
mecanismos de resisténcia ja foram abordados anteriormente para o EGFR, ndo
irdo ser alvo de discussao aqui.

No entanto, em cerca de 30% dos casos 0S mecanismos de resisténcia
permanecem desconhecidos, sendo necessarios mais estudos que possam
clarificar quais as vias envolvidas e quais serdo as possiveis abordagens

terapéuticas.
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5. Abordagens Terapéuticas Apds Resisténcias

5.1. Mutacdes do EGFR

As recomendacOes atuais dizendo respeito ao CNPC em estadio IV
afirmam que todas as lesbes devem ser biopsadas antes de se iniciar o
tratamento, ndo s para identificar o tipo histolégico, mas também para a
possivel identificacdo de mutacBes sensiveis a terapia dirigida. No caso de
identificacdo de mutacdo do EGFR (delecbes exdo 19 ou L858R), trés inibidores
de tirosina quinase estdo disponiveis atualmente como tratamento de primeira
linha: gefitinib e erlotinib (inibidores de 12 geracao) e o afatinib (inibidor de 22
geracdo). A sua eficacia foi comprovada por varios estudos clinicos
randomizados de fase trés que demonstraram melhores taxas de sobrevivéncia
livre de progresséo (SLP), melhores taxas de resposta ao tratamento e melhor
qualidade de vida, comparativamente com o esquema de quimioterapia padrao.

No entanto, ndo existe consenso sobre qual serd a melhor abordagem
apos o surgimento de resisténcias. A NCCN propde a continuacdo do TKI apés
progressdo assintomatica, apos progressdo sintomatica com lesdo isolada
(sistémica elou cerebral) e terapia local, ou passar para o esquema de
guimioterapia padrdo com progressao e multiplas lesdes sistémicas.

Varios esquemas de tratamento de 22 linha estdo em estudo com o
objetivo de se tentar ultrapassar ou atenuar o problema das resisténcias, entre
0S quais: continuacdo do TKI mais quimioterapia/ quimioterapia isolada,

inibidores do EGFR 22 geracéo e inibidores EGFR 32 geracéo.

5.1.1. Inibidor do EGFR + Quimioterapia vs Quimioterapia

A escolha de continuar com os TKlI's do EGFR apds progressao da
doenca pode é baseada nos relatos de flares da doenca (rapida deterioracéo
clinica) apdés a descontinuacdo abrupta destes farmacos. A heterogeneidade
clonal nas lesbes que progridem €& proposta como sendo a responsavel pelo
rapido crescimento dos clones sensiveis aos TKI's do EGFR comparativamente
com os clones resistentes ap0s a descontinuacdo da terapéutica [Tan et al.
(2015)].

19



Dois estudos retrospetivos analisaram o tratamento subsequente de
doentes que progrediram inicialmente aos TKl's do EGFR.

Qiao et al (2015) estudaram 240 doentes que progrediram apos
tratamento inicial com TKI do EGFR e que foram incluidos em trés grupos
subsequentes de tratamento: grupo que manteve o TKI (21), grupo que manteve
TKI mais quimioterapia (23) e grupo que fez quimioterapia apenas (143). Os
restantes (53) fizeram apenas tratamento de suporte. As taxas de controlo da
doenca (TCD) dos 187 doentes que continuaram com o TKI, fizeram TKI mais
quimioterapia e fizeram apenas quimioterapia foram de 66,7%, 73,9% e 44,8%,
respetivamente. O periodo de sobrevivéncia livre de progresséo (SLP) foi de 3,
3.3 e 2 meses, respetivamente. A TCD e a SLP para o grupo que fez TKI mais
gquimioterapia vs apenas quimioterapia foram significativamente superiores
(p=0,006 e p=0,037, respetivamente). A sobrevivéncia global média (SGB) para
os grupos TKI, TKI mais quimioterapia e quimioterapia apenas foi de 6,9, 11,6 e
8,8 meses, respetivamente.

Este estudo vem sugerir que a continuacdo do TKI do EGFR em
combinacdo com a quimioterapia pode trazer beneficios nos doentes com
resisténcia adquirida aos TKI’s.

Goldberg et al (2013) analisaram retrospetivamente doentes com
resisténcia adquirida que receberam quimioterapia subsequentemente. Os
doentes foram classificados como recebendo quimioterapia mais erlotinib e
quimioterapia apenas. Foram incluidos 78 doentes, 34 tratados com erlotinib
mais quimioterapia e 44 apenas com quimioterapia. As taxas de resposta
objetiva (TRO) para os grupos erlotinib mais quimioterapia e apenas
quimioterapia foram de 41% e 18%, respetivamente, mas n&o houve alteracéo
significativa a nivel de SLP, nem de sobrevivéncia global (SG).

Na tentativa de se esclarecer qual o papel da continuacdo do TKI do
EGFR apoés progressdo da doenca, comparativamente com a instituicdo de
guimioterapia, foi feito o0 ensaio clinico randomizado controlado por placebo de
fase Ill IMPRESS [Soria et al. (2015)]. Neste ensaio clinico foram comparados
dois grupos: gefitinib mais pemetrexedo e cisplatina vs placebo mais
pemetrexedo e cisplatina. Os 265 doentes incluidos foram distribuidos
aleatoriamente pelos dois grupos. Nao se verificou significancia estatistica nas

taxas de resposta objetiva entre os dois grupos (31% vs 34%, respetivamente) e
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a SLP foi de 5,4 meses em ambos os grupos. A sobrevivéncia global foi superior
no grupo placebo (17,2 meses vs 14,8 meses). O ensaio clinico IMPRESS € o
anico ensaio clinico de fase Ill que até agora abordou a questdo de continuar o
TKI do EGFR ap0s a progresséao da doenca juntamente com a quimioterapia. A
continuacdo do gefitinib parece néo ter beneficio pelo que a continuacdo dos
TKI’'s além da progressédo da doenca nao faz parte da pratica clinica.

5.1.2. TKI do EGFR de Segunda Geracgéo

As resisténcias adquiridas apos o tratamento com os inibidores de 12
geracado levou a que varios grupos desenvolvessem inibidores de 22 geracao,
gue sao inibidores irreversiveis do EGFR e que teriam maiores vantagens, tais
como: maior afinidade para o dominio EGFR; inibicdo pan-HER e atividade in-
vitro contra a mutacédo aquirida T790M [Tan et al. (2015)].

Apesar dessas vantagens, os estudos revelaram um grande perfil de
efeitos adversos, com uma janela terapéutica muito estreita, possivelmente
devido a inibicdo do EGFR-wild type. Dos inibidores do EGFR de 22 geracao, o
afatinib e o dacomitinib foram os que progrediram mais nos estudos [Tan et al.
(2015)].

5.1.2.1. Afatinib

O primeiro grande estudo que teve como objetivo analisar a eficacia do
afatinib em doentes com adenocarcinoma do pulmdo com faléncia prévia a
terapéutica com TKI do EGFR foi 0 ensaio clinico de fase 2b/3 LUX-Lung 1 [Miller
et al. (2012)]. Este ensaio clinico comparou afatinib mais terapéutica de suporte
vs placebo mais terapéutica de suporte em doentes com CNPC que tinham
progredido apés uma ou duas linhas de quimioterapia e/ou gefitinib ou erlotinib.
A sobrevivéncia global média foi de 10,8 meses no grupo do afatinib e 12 meses
no grupo placebo. A SLP foi superior no grupo do afatinib (3,3 meses vs 1,1
meses). Nao se verificaram respostas completas ao tratamento, no entanto 7%
tiveram respostas parciais no grupo do afatinib contra <1% no grupo placebo. Os
efeitos adversos mais frequentes no grupo do afatinib foram diarreia (87%) e
rash (78%). Embora ndo se tivesse verificado beneficio em termos de
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sobrevivéncia global (possivelmente devido aos tratamentos anti-tumorais apés
a progressao nos dois grupos), a SLP e as taxas de resposta parcial obtidas
levam a crer que o afatinib podera ter algum beneficio nesta populacdo de
doentes.

ApOs este estudo, o tratamento com afatinib foi comparado com a
qguimioterapia em doentes com mutac¢des do EGFR e sem tratamento prévio com
TKI no ensaio clinico de fase Il LUX-Lung 3. Comparados com os do grupo da
quimioterapia, aqueles que receberam tratamento com afatinib tiveram SLP de
11,1 meses vs 6,9 meses (p<0,001), com os efeitos adversos a serem de baixo
grau. Estes resultados levaram a aprovacdo do afatinib como tratamento de 12
linha pela FDA e pela EMA nos doentes com mutacdo do EGFR em 2013.

5.1.2.2. Dacomitinib

O dacomitinib € um inibidor irreversivel da familia das tirosinas quinases
HER, que inibe seletivamente o0 EGFR. Estudos em modelos animais revelaram
regressao tumoral com o dacomitinib em linhas celulares de CNPC, incluindo
aguelas portadoras da mutacado T790M.

Um ensaio clinico de fase Ill (NCIC CTG BR.26) [Ellis et al. (2014)], alocou
aleatoriamente 720 doentes que tinham sido previamente tratados com
quimioterapia ou erlotinib/gefitinib em dois grupos: dacomitinib e placebo. O
dacomitinib ndo melhorou a sobrevivéncia global comparativamente com o
placebo (6,83 meses vs 6,31 meses, respetivamente), contudo os doentes no
grupo do dacomitinib tiveram uma SLP superior (2,66 meses vs 1,38 meses) e
uma proporgéo significativamente superior de doentes atingiu uma resposta
objetiva (7% vs 1%).

Tento em conta que o dacomitinib ndo aumenta a sobrevivéncia global,
nao deve ser recomendado nos doentes que progridem apds quimioterapia e/ou
erlotinib e gefitinib [Ellis et al. (2014)].

5.1.3. TKI do EGFR de Terceira Geracao

Esta classe de inibidores da tirosina quinase inibe irreversivelmente o

EGFR mutado, com particular especificidade para a mutacdo T790M, com
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minima atividade nos outros membros da familia ErbB [Boolell et al. (2015)]. Os
dois compostos mais bem estudados sdo o Rociletinib e o Osimertinib
(AZD9291).

5.1.3.1. Rociletinib

O rociletinib (CO-1686; Clovis Oncology) € uma pequena molécula,
disponivel por via oral, inibidora das formas mutadas mais comuns do EGFR,
incluindo as delec¢des do ex&o 19, L858R e T790M, mas n&o das insergdes do
exao 20. Estudos pré-clinicos confirmaram que o rociletinib tem atividade minima
contra o EGFR wild-type [Sequist et al. (2015)].

Num estudo de fase I/ll [Sequist et al. (2015)] envolvendo doentes com
CNPC com mutacao do EGFR que tinham progredido apds um inibidor do EGFR,
taxas de resposta objetiva de 59% e 29% foram encontradas no grupo com e
sem mutacdo T790M, respetivamente. Ao contrario de outros inibidores do
EGFR, o tratamento com rociletinib ndo causou reacdes adversas na pele. No
entanto verificou-se uma alta incidéncia de hiperglicemia, que foi atribuida a
inibicdo do IGF-1R por um metabolito do farmaco [Minguet et al. (2015)].

Atualmente, a investigacdo do farmaco esta suspensa, uma vez que a
FDA, apds atualizacao dos dados dos estudos de fase I/ll em curso, conclui ndo
conceder aprovacdo acelerada do farmaco. Os dados demonstravam taxas de
resposta globais de 32% e duracdo de resposta média de 9 meses, pondo-se
em causa se o farmaco seria benéfico em relacdo a quimioterapia de 22 linha.
Além disso, verificou-se o desenvolvimento de prolongamento do intervalo QT
em alguns doentes, levantando a preocupacao acerca de arritmias ventriculares
como a Torsade de Pointes. Com base neste desfecho, os ensaios clinicos
TIGER que comparavam a eficacia do rociletinib em comparagdo com a

guimioterapia e/ou erlotinib foram suspensos.

5.1.3.2. Osimertinib

O osimertinib (AZD9291, mereletinib, AstraZeneca) € um potente inibidor
irreversivel das mutagdes do EGFR, incluindo a mutagdo T790M. Dados preé-
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clinicos sugerem que o osimertinib € 200 vezes mais potente contra as mutacdes
L858R e T790M do que contra o EGFR wild-type [Tan et al. (2015)].

Numa populacdo de doentes com mutacdo confirmada do EGFR, que
progrediram apds tratamento prévio com TKI, foi reportada uma taxa de resposta
objetiva de 51% [Janne et al. (2015)]. No grupo de doentes com mutacao T790M
confirmada, a taxa de resposta foi de 61% e a SLP foi de 9,6 meses, 0 que se
verificou ser bastante superior aquilo que sucedeu nos doentes T790M
negativos, com taxa de resposta de 21% e SLP de 2,8 meses [Janne et al.
(2015)]. Os principais efeitos adversos foram reagbes cutdneas e diarreia,
embora de baixo grau [Janne et al. (2015)].

Atualmente estdo em curso o0s ensaios clinicos AURA que podem definir
qual o papel do osimertinib no tratamento dos doentes com mutacao adquirida
T790M.

5.2. Mutacdes do ALK

A identificacdo do gene de fusdo ALK-EML4 no CNPC é hoje tratada em
primeira linha com o inibidor da tirosina quinase do ALK, MET e ROSL1 crizotinib.
A sua aprovacao pela EMA como tratamento de primeira linha surgiu em 2012,
apos os resultados de 2 ensaios clinicos de fase Ill, PROFILE 1007 e PROFILE
1014. O primeiro constatou a efichcia do crizotinib comparativamente a
quimioterapia com pemetrexedo ou docetaxel apés um ciclo prévio de platinos,
engquanto o segundo constatou o beneficio do crizotinib como monoterapia em
primeira linha em comparacdo com cisplatina mais pemetrexedo [Liao et al.
(2015)].

Como acontece com outros TKI’s, as resisténcias sdo o maior problema,
com particular importancia do desenvolvimento de metastases cerebrais durante
o tratamento. As metastases no SNC estao presentes em 20-30% dos doentes
ALK positivos no inicio do tratamento, e embora estas possam responder a
terapéutica inicial com crizotinib, até 51% dos doentes que progridem com o
crizotinib irdo fazé-lo no SNC. Este facto pode representar uma falha
farmacocinética devido a fraca penetracdo do crizotinib no SNC. Terapia local
ablativa com radioterapia ou cirurgia pode ser indicada nos doentes com
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oligoprogressédo no SNC, mantendo a terapia com crizotinib, se a doenca
extracraniana se mantiver em emissao [Cameron et al. (2015)].

No sentido de se ultrapassar o problema das resisténcias, varios novos
inibidores do ALK estdo em investigacdo, sendo os trés mais promissores o

ceritinib, o alectinib e o brigatinib.

5.2.1. Inibidores do ALK de Nova Geracao

5.2.1.1. Ceritinib

E um inibidor do ALK cerca de 20 vezes mais potente do que o crizotinib,
em termos de seletividade para o ALK. N&o inibe o MET, mas inibe 0 ROS1 e o
IGF-1R. Em linhagens celulares com resisténcia adquirida ao crizotinib, o
ceritinib demonstrou inibir eficazmente algumas das mutagbes adquiridas,
especialmente a L1196M, G1269A, I11171T e S1206Y. Contudo, ndo se mostrou
efetivo contra as mutagdes adquiridas G1202R e F1174C [Sullivan et al. (2016)].

O ceritinib foi aprovado pela EMA em 2015, mas esta ainda em fase de
monitorizagao.

O ceritinib mostrou-se eficaz em doentes que progrediram com o
crizotinib e em doentes crizotinib-naive num estudo de fase | elaborado por Shaw
et al. (2014) Neste estudo, que envolveu 130 doentes ALK positivos (47
crizotinib-naive e 83 que tinham feito crizotinib), a taxa de resposta global foi de
58% e o SLP médio foi de 7 meses. Os principais efeitos adversos dose-
limitantes incluiram diarreia, nauseas, vomitos, desidratacdo, elevacdo das
aminotransferases e hipofosfatemia.

Estéo a decorrer dois estudos de fase Ill, um que compara o ceritinib em
primeira linha com a quimioterapia padrédo (ASCEND-4) e outro que compara o

ceritinib com a quimioterapia ap0s resisténcia ao crizotinib (ASCEND-5).

5.2.1.2. Alectinib

E outro inibidor do ALK projetado para ultrapassar as resisténcias ao
crizotinib. Estudos pré-clinicos em linhagens celulares demonstraram que o

farmaco consegue suprimir a proliferacdo de células com mutacbes que
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conferem resisténcia ao crizotinib, nomeadamente as mutacdes L1196M,
F1174L e R1275Q [Cameron et al. (2015); Minguet et al. (2015)]. Para além de
inibidor do ALK, o alectinib também inibe o RET [Cameron et al. (2015)].

O alectinib foi designado como terapia inovadora pela FDA em 2013 e
aprovado no Japéao em 2014 para doentes com CNPC ALK positivos. Ainda nao
esta aprovado na Europa.

A eficacia do alectinib foi reportada por dois estudos de fase I/ll, um
realizado no Japdo e outro nos EUA. O estudo Japonés [Seto et al. (2013)]
incorporou 46 doentes crizotinib-naive, tendo-se verificado taxas de resposta
objetiva de 93,5%, incluindo 2 respostas completas. Numa atualizacéo recente
do estudo, a SLP média ainda néo tinha sido atingida, mas foi estimada como
sendo superior a 29 meses [Ohe et al. (2015)]. O estudo americano [Gadgeel et
al. (2014)] contou com 47 doentes que tinham sofrido progressdo com o
crizotinib, tendo-se verificado taxas de resposta objetiva de 55%, bem como
taxas de resposta intracraniana em 52% dos doentes com metastases cerebrais.

Esta a decorrer um ensaio clinico de fase Ill (ALEX) que visa comparar o
alectinib com o crizotinib como tratamento de primeira linha nos doentes ALK
positivos com CNPC [Cameron et al. (2015)].

5.2.1.3. Brigatinib

O brigatinib (ou AP26113) é um inibidor mais potente do ALK do que o
crizotinib, conferindo também atividade para mutacdes que conferem resisténcia
ao crizotinib. Além disso, €é ativo contra 0 ROS1 e em concentracdes superiores
pode inibir mutagdes do EGFR, incluindo a T790M [Cameron et al. (2015)].

Recebeu a designacédo de terapéutica inovadora pela FDA em 2014 para
os doentes com CNPC ALK positivos que sofreram progresséo com o crizotinib.

Esta a decorrer um estudo de fase I/l elaborado por Camidge et al (2015)
cujos resultados preliminares demonstraram que entre 72 doentes avaliados
com CNPC e ALK positivos, 72% responderam ao brigatinib e desses, 100% dos
crizotinib-naive e 69% dos previamente tratados com crizotinib responderam. O
SLP médio foi de 14 meses (11,75 meses nos que fizeram crizotinib). Além disso,

50% dos doentes com lesdes metastaticas cerebrais detetaveis no inicio do
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tratamento obtiveram resposta, com uma SLP média intracraniana de 24,25
meses.

Estes dados suportam a hipétese de que o brigatinib tem atividade anti-
tumoral promissora nos doentes ALK positivos independentemente de terem
recebido ou ndo tratamento prévio com crizotinib, incluindo nos doentes com

metéstases cerebrais [Camidge et al (2015)].

6. Conclusao

A investigagcao no que diz respeito ao tratamento do cancro do pulmé&o em
estadio IV sofreu um avanco na ultima década com a identificacdo de mutacdes
suscetiveis de terapéutica dirigida. Estes tratamentos vieram oferecer uma
alternativa terapéutica para quem a quimioterapia nao foi eficaz. Os inibidores
de tirosina quinase apesar das respostas iniciais muito promissoras tém uma
desvantagem, que consiste no aparecimento de resisténcias, em média, ao fim
de um ano de tratamento. Esta particularidade esté inerente a heterogeneidade
das células tumorais que possuem a capacidade de se adaptarem as alteracdes
no seu microambiente, criando estratégias que lhes permitem escapar aos
mecanismos de apoptose induzidos por estes farmacos, através de mutacdes
nos locais de ligacao do farmaco no seu alvo celular.

Hoje em dia, muito se sabe acerca da biologia da célula tumoral, podendo
concluir-se que os inibidores de tirosina quinase terdo um efeito transitorio, uma
vez que as resisténcias irdo surgir no decurso do tratamento, o que nos leva a
postular que o principal objetivo ndo seria impedir que as mutacdes ocorressem,
mas encontrar farmacos que as possam ir ultrapassando de modo a que a
doenca possa ser controlada o maior tempo possivel.

No futuro, os novos inibidores do EGFR e do ALK que estdo em
desevolvimento, podem surgir como uma alternativa terapéutica a QT nos
doentes com CNPC em estadio IV, permitindo eventualmente a sua
sequenciacdo com impacto significativo na sobrevivéncia destes doentes.

A salientar também que o ALK e 0 EGFR sao encontrados numa pequena
percentagem dos doentes com cancro do pulmao. Assim, esfor¢cos devem ser

efetuados no sentido de se encontrarem alternativas para a restante populagéo,
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nomeadamente para doentes com a mutacdo KRAS, que apresenta uma maior

prevaléncia, com mais de 30% dos casos.
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