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1- Resumo

O cancro do pulméo ocupa um lugar de destaque no que diz respeito ao nimero de
mortes por patologia tumoral. E responséavel pela maior taxa de mortalidade a nivel mundial,
pelo que o seu tratamento constitui um claro desafio para a medicina moderna. Na ultima
década, testemunhdmos uma mudanca significativa na abordagem terapéutica dos doentes
com cancro do pulmdo de ndo pequenas células (CPNPC), principalmente devido a
identificacdo de alteragdes oncogenicas-chave que abriram portas a utilizagdo de terapéuticas
direcionadas com resultados entusiasmantes.

O presente artigo de reviséo focou a modificacdo recente das linhas orientadoras do
tratamento de um subgrupo especifico de doentes com cancro do pulmdo, doentes com
CPNPC ALK positivos, no contexto da oncologia moderna, e foi conseguido através de uma
revisao da literatura referente ao surgimento, aplicabilidade e desenvolvimento destas novas
terapéuticas.

Este paradigma foi estabelecido pela primeira vez com a descoberta de mutagdes no
recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), associadas a elevada sensibilidade ao
inibidor da tirosina-cinase (TKI) Gefitinib. Posteriormente, o ALK, um gene que codifica
uma proteina tirosina cinase recetora identificada primariamente em linfomas anaplasicos, foi
também ligado a atividade tumoral nos CPNPC em 2007, através da descoberta de rearranjos
surpreendentemente responsivos a um inibidor da ALK-cinase, o Crizotinib. A sua
extraordindria atividade e franco beneficio clinico, nos doentes selecionados com 0s
rearranjos (ALK positivos), levaram a sua aprovacdo acelerada pela FDA (Food and Drug
Administration) em 2013. Contudo, e apesar deste novo farmaco constituir uma primeira linha
em doentes devidamente selecionados, conduzir a um aumento da sobrevida, da qualidade de

vida e induzir remissdes, parece ainda ndo assegurar a cura, visto que, durante o tratamento,
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os doentes desenvolvem resisténcias. Este obstaculo tem motivado novas linhas de
investigacdo com o aparecimento de inibidores de segunda geracdo e redirecionamento de
abordagens, fazendo crer que é efetivamente possivel melhorar o progndstico destes doentes,

num futuro proximo.

Palavras-chave
Cinase do Linfoma Anaplasico; Neoplasmas do Pulmdo; Terapia Molecular Dirigida;
Proteinas Tirosina Cinase; Oncogenes, Crizotinib; Antagonistas e Inibidores; Diagndstico;

Resisténcia a Farmacos; Investigacao.
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2- Abstract

Lung neoplasms are the number one cause of cancer related deaths. They are
responsible for the highest mortality rate worldwide and constitute an imminent challenge to
modern medicine. Over the last decade, we witnessed a significant change in therapies
concerning patients with non-small cell lung cancer (NSCLC), mainly due to the
identification of key oncogenic markers that widened the use of targeted therapies with
encouraging results.

This review focused on the recent changes in the guidelines concerning the treatment
of a specific subgroup of patients with lung cancer, positive for NSCLC ALK, and was
achieved through a review of the literature concerning the appearance, applicability and
development of these new therapies.

This paradigm was first established with the discovery of mutations in the epidermal
growth fator receptor (EGFR) that were highly sensitive to the tyrosine kinase inhibitor (TKI)
Gefitinib. Subsequently, ALK, a gene encoding a tyrosine kinase receptor identified primarily
in anaplastic lymphomas, was linked to tumor activity in NSCLC in 2007, through the
discovery of rearrangements that are surprisingly responsive to an ALK kinase inhibitor,
Crizotinib. Furthermore, its extraordinary activity and clear clinical benefit in selected
patients (ALK positive), led to its accelerated approval by the FDA (Food and Drug
Administration) in 2013. However, despite being the first-line of treatment in selected
patients, leading to increased survival rates, quality of life and even inducing remissions, it
does not seem to be a definitive cure, since patients are likely to develop resistances during
treatment. This setback motivated not only new researches, leading to the arrival of second

generation inhibitors but also changes in the approach of these patients. These developments
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made us believe that it is indeed possible to improve the prognosis of these patients in a

nearby future.

Keywords:
Anaplastic Lymphoma Kinase; Lung Neoplasms; molecular targeted therapy; Protein-
Tyrosine Kinases; Oncogenes; Crizotinib; Antagonists & Inhibitors; Diagnosis; Drug

resistance; Drugs, Investigational.
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3- Introducao

O cancro do pulmdo é a neoplasia mundialmente mais frequente e ainda a que
apresenta maior taxa mortalidade associada (primeira no sexo masculino e segunda no sexo
feminino precedida pelo cancro da mama), constituindo a causa de cerca de 27% das mortes
por cancro nos Estados Unidos em 2014 e 19% a nivel mundial em 2012. Dado este contexto
epidemioldgico, existem autores que consideram o cancro do pulmdo um problema de satde
publica e uma patologia da modernidade, contando-se com 1.8 milhGes de novos casos por
ano e cerca de 1.6 milhGes de mortes, ao contrario do que se pensava no inicio do seculo XX,
altura em que era visto como uma doenca rara (1); assim sendo, o tratamento do cancro do
pulméo constitui um claro desafio para a medicina e investigacéo atuais, considerando-se uma
area em constante evolugdo e cujas descobertas tém revelado um impacto significativo no
prognostico dos doentes.

Existem duas principais divisdes do cancro do pulmao: o de pequenas células (CPPC)
e 0 de ndo pequenas células (CPNPC), apresentando especificidades bioldgicas, orientacdes
terapéuticas e prognosticos distintos entre si. O CPNPC é o tipo de apresentacdo mais
frequente desta doenca, representando cerca de 85% de todos os cancros do pulméo (2), e
apresenta uma sobrevivéncia aos 5 anos entre 1 e 16% (3); pode ainda ser dividido em dois
subtipos histoldgicos, os carcinomas escamosos e 0s nao escamosos, sendo que este Ultimo
grupo inclui, entre outros, os adenocarcinomas e os de carcinomas de grandes células (2).
Desde ha varios anos, que a terapéutica gold-standard de primeira linha para os doentes com
CPNPC em estado avancado é a quimioterapia com dupletos, incluindo um platino,
conseguindo niveis de resposta bastante baixos, inferiores a 10%, com efeitos na
sobrevivéncia mediana apenas modestos (entre 8 e 10 meses) (4). Contudo, este panorama

parece estar prestes a modificar-se.
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Na ultima década, assistiu-se a uma renovacao significativa na abordagem terapéutica

do cancro do pulmao: apesar de ja se reconhecer que a analise do subtipo histolégico de cada
tumor exerce um papel central na escolha dos citotoxicos quimioterapicos, tém vindo a ser
identificadas alteracBes oncogénicas-chave, principalmente no CPNPC e mais frequentes em
adenocarcinomas, passiveis de serem consideradas alvos de inovadoras armas terapéuticas.
O desenvolvimento destes agentes terapéuticos dirigidos e personalizados, desenvolvidos
com o apoio das tecnologias atuais de analise genética e empenho e contribuicdo de inUmeros
profissionais da area da salde e investigacdo (em biologia molecular, genética) parece
prometer um progndstico bem mais positivo para certos grupos de doentes.

Esta visionaria perspetiva de tratamento para o cancro do pulméo teve inicio em 2004,
apos a descoberta de mutacbes no gene EGFR de um subgrupo de doentes com
adenocarcinoma gque mostraram uma notavel resposta a um farmaco inibidor da tirosina
cinase EGFR, o Gefitinib, prolongando a sua sobrevivéncia e melhorando a qualidade de vida
(5), comparativamente com os resultados em doentes tratados com o tradicional esquema de
quimioterapia, revelando assim uma esperanc¢a entusiasmante para a alteracdo do curso da
doenca e evolucdo clinica dos doentes.

A semelhanca da citada pioneira associacdo entre alteracbes oncogénicas chave -
responsaveis pela proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais - e farmacos dirigidos a
sua inativacdo, iniciou-se a pesquisa de outras variagdes genéticas com elevado grau de
responsabilidade no processo de carcinogénese, que pudessem ser alvo de atuacdo para novos
farmacos. Foi nesta conjuntura que em 2007 surgiu a primeira referéncia ao papel do gene
ALK no cancro do pulméo: foram identificados rearranjos genéticos entre os genes ALK e o
EML4, no CPNPC, geradores de uma proteina de fusdo com papel ativo na carcinogénse.
Com base nesta descoberta, e na associagéo eficaz previamente conseguida entre as mutagoes

de EGFR e o Gefitinib, surgiu uma nova classe de agentes terapéuticos, os inibidores de
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tirosina cinase ALK. O primeiro farmaco do grupo a ser desenvolvido foi o Crizotinib. O
sucesso clinico do Crizotinib sobre doentes portadores do rearranjo EML4-ALK foi de tal
modo evidente desde o inicio, que este sofreu aprovacdo acelerada pela FDA em 2013,
apenas com base em estudos de fase | e Il (3,6). Passou assim a ser permitida a sua prescricdo
a doentes com CPNPC ALK+, isto é, com o rearranjo, e aprovou-se igualmente o emprego do
teste diagndstico do rearranjo, baseado na técnica de FISH (Fluorescence In Situ
Hybridization), para a selecao prévia dos doentes candidatos ao tratamento (7).

O ALK é um alvo terapéutico validado em varias neoplasias para além do CPNPC,
nomeadamente no neuroblastoma pediatrico e linfoma anaplasico de células gigantes, onde
foi reportado, em 1994, pela primeira vez (3,8,9).

Os rearranjos ALK sdo encontrados em apenas 5% dos CPNPC, no entanto esta
percentagem, aparentemente pequena, representa mais de 60 000 doentes, dado que hé registo
de 1.3 milhdes de novos casos de CPNPC por ano no mundo (10).

E atualmente reconhecido que a partir da identificacdo das mutacdes no EGFR e
rearranjos ALK, se definiram 2 subtipos Unicos de carcinomas do pulméo,
predominantemente ndo escamosos, altamente responsivos aos respetivos inibidores de
tirosina cinase, sendo portanto esta selecdo histoldgica, e molecular, essencial para a
orientacdo da terapéutica dos doentes (11).

Contudo, e apesar deste avango médico extraordinario no tratamento, com uma étima
sensibilidade inicial dos tumores selecionados, a efetividade a longo prazo encontra-se
limitada pelo desenvolvimento de resisténcias, condicionando PFS (sobrevivéncia livre de
progressao) inferior a 1 ano e representando ja o novo desafio a ciéncia, dentro do enorme

progresso (12).
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4- Abreviaturas

ALCL- Linfoma anaplésico de grandes células;

ALK- Cinase de linfoma anaplésico;

ALK+ - Rearranjo alvo presente;

C-KIT- proto-oncogene recetor de tirosina cinase;

C-Met- Proto-oncogene codificador do recetor do fator de crescimento do hepat6cito;
CISH- Chromogenic in situ hybridization;

CPNPC- Cancro do pulméo de ndo pequenas células;

CPPC- Cancro do pulméo de pequenas células;

CR- Resposta completa;

EGFR- Recetor do fator de crescimento epidérmico;

EMLA4- Proteina tipo 4 associada a microtbulos da equinoderme;
EMLA4-ALK — Gene resultante da fuséo entre 0o ALK e 0 EML4;

FDA- Food and Drug Administration;

FISH- Fluorescence in situ hybridization;

HSP90- heat shock protein 90;

IHQ- Imunohistoquimica;

JAK-STAT- Cinase Janus associada a uma proteina transdutora e ativadora da transcrigdo;
v-KRAS- Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog;

KIF5- Gene pertencente a superfamilia das cinesinas;

M-TOR- Mechanistic Target Of Rapamycin (Serine/Threonine Kinase);
NPM- Nucleofosmina;

NPM-ALK — Gene resultante da fusdo entre NPM e ALK;

ORR- Taxa de resposta global;
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OS- Sobrevivéncia global;
PFS- Sobrevivéncia livre de progressao;
PR- Resposta parcial,
ROSL1- Proto-oncogene codificador de uma proteina tirosina cinase ROS;
RTK’s- Recetores de tirosina cinase;
RT-PCR- Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction;
SNC- Sistema Nervoso Central,
TKI’s- Inibidores de tirosina cinase;
V-RAS- gene viral da familia RAS;

WHO- World Health Organization.
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5- Materiais e Métodos

A realizacdo da presente tese de Mestrado, integrada no curso de Medicina, teve por
base uma pesquisa intensiva sobre o tema a que se refere: “ALK e Cancro do Pulmio”,
sempre com a orientagdo da Dra. Ana Figueiredo e com recurso a diversos meios de
informacdo, mas, essencialmente, baseada na pesquisa em motores de busca validados na area
de Medicina e recomendados ao longo do curso, nomeadamente o site pubmed e ainda o
clinical key, (que compila artigos cientificos de revistas e capitulos de diversos livros,
permitindo selecionar o modo de apresentacdo da informacéo mais adequando de acordo com
0 objetivo de cada pesquisa parcelar).

O tema abordado pelo trabalho € relativamente recente, sendo que, inicialmente,
parecia fazer algum sentido a restricdo da pesquisa aos Gltimos 5 anos, integrando apenas 0s
artigos mais recentes; no entanto, 0 modo como foi selecionada a informagéo sofreu algumas
alteracbes com o avancar da propria revisdo, obrigando a alargar a pandplia de materiais
consultados, em termos de anos de publicagdo, a alguns mais antigos, permitindo
compreender a forma como foi descoberta esta nova vertente de tratamento de cancro de
pulmao desde o seu inicio e acompanhar a propria evolucéo na Gltima década.

Os artigos foram pesquisados online, entre Novembro de 2015 e Janeiro de 2016, e as
palavras-chave utilizadas foram os termos em inglés de maior relevancia para a construcéo do
projecto, uma vez que a maior parte da informacdo é publicada neste mesmo idioma:
inicialmente a informacdo foi pesquisada de uma forma mais global, aplicando o termo
“ALK” cruzado com “Lung cancer” em ambas as supracitadas bases de dados e no site

http://www.mycancergenome.org, permitindo ter uma perspetiva inicial e mais abrangente da

area, e entdo, a estes dois marcos, foram associados outros diferentes como ‘statiscics”,

“diagnosis”, “therapy”, “inhibitors”, “resistance”, “new generation drugs”.

10
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A par destes métodos, utilizei ainda uma base de dados dos estudos a decorrer para me
orientar em termos de localizagdo temporal dos estudos e pesquisas que continuam ou ja

foram realizados neste ambito, através do site: https://clinicaltrials.gov. Para esclarecimentos

basicos a nivel genético, recorri ainda ao https://ghr.nlm.nih.gov (associado a U.S. National

Library of Medicine).

Por fim, consultei as novas guidelines que orientam a pratica clinica nas questfes
inerentes aos testes para os rearranjos do ALK no cancro do pulmao: “IASLC atlas of ALK
testing in lung cancer”, da autoria da Associacao Internacional para o Estudo do Cancro do
Pulméo, bem como a edigdo de 2015 da “Revista do Grupo de Estudos do Cancro do
Pulmao”.

Todos os artigos utilizados nesta revisao de literatura encontram-se na Gltima seccéo e

referenciados segundo o sistema de Vancouver.

11
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6- Resultados

6.1- Terapéuticas moleculares no cancro do pulmao: o inicio

Nos ultimos anos assistiu-se a um extraordinario desenvolvimento de terapéuticas alvo
para o cancro do pulmao. As primeiras alteracdes génicas a ser validadas como alvos (driver
mutations) foram as do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), essencial para o
crescimento e proliferagdo celulares: o EGFR é uma glicoproteina transmembranar,
codificada pelo cromossoma 7 (regido p12), com um dominio extra-celular que reconhece e
liga ligandos especificos, um dominio transmembranar hidrofébico e um dominio intracelular
que contém a atividade enzimatica da tirosina cinase, responsavel pela ativacdo de vias de
apoptose. MutacOes que afetam a expresséo ou a atividade do EGFR podem estar implicadas
no aparecimento de neoplasias epiteliais, incluindo o CPNPC. As mutacdes neste gene foram
associadas, maioritariamente, a adenocarcinomas e parecem ocorrer mais no sexo feminino,
em ndo fumadores e ter maior prevaléncia em regides orientais (40% dos CPNPC de doentes
da Asia oriental versus 10% no caso dos caucasianos); a sua sobreexpressdo foi ainda
atribuida a ocorréncia de doenca avancada e prognoéstico reservado (13). Grande parte dos
doentes com mutagdes neste gene estdo entdo altamente propensos a desenvolver respostas as
terapias dirigidas a estas mutacdes, havendo ja sugestdo de que diferentes mutacdes se podem
associar a diferentes sensibilidades aos farmacos (14,15). Os primeiros farmacos deste grupo
a ser aprovados e integrados nos planos terapéuticos do CPNPC foram o Gefitinib e 0
Erlotinib. Logo em estudos de fase I, demonstraram importante impacto clinico em doentes
com CPNPC metastatico e refratarios a quimioterapia, estando estreitamente associados a

respostas parciais ou melhoria clinica em pacientes com mutagoes deste gene. (16);

12
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O Gefitinib foi o primeiro agente anti-EGFR a mostrar atividade anti-tumoral
clinicamente significativa no cancro do pulméo, através dos resultados de 2 estudos de fase II,
valendo-lhe a aprovacdo pela FDA em 2003 como terceira linha de tratamento em doentes
com CPNPC localmente avancado ou metastatico apos falha de 2 regimes diferentes de
quimioterapia (com base em compostos de platinum ou docetaxel). Posteriormente, um estudo
de fase Il (the Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer — ISEL), veio demonstrar auséncia
de beneficio do Gefitinib na sobrevivéncia global dos doentes comparativamente ao uso de
placebo, pelo que em Junho de 2005, o uso do farmaco foi limitado aos doentes participantes
em estudos ou que ja teriam iniciado esta terapéutica com melhoria clinica.

Posteriormente foi realizado um outro estudo de fase Ill, (Iressa Pan-Asian Study —
IPASS), que comparou o uso de Gefitinib com o de esquemas de quimioterapia convencionais
baseados em platino, associados a carboplatina ou paclitaxel, como primeira linha no
tratamento de doentes com CPNPC avancado, ndo fumadores (ou doentes com carga tabagica
leve) e com histologia de adenocarcinoma. Dos doentes participantes, cerca de 60% eram
portadores de mutacdo no gene EGFR (candidatos a aplicacdo do farmaco), e este sub-grupo
apresentou entdo uma sobrevivéncia mediana e uma sobrevivéncia livre de progressao
superiores, maiores taxas de resposta e melhor qualidade de vida. (17). E no entanto
importante observar, ao interpretar os nimeros, que o estudo foi conduzido na Asia, e que as
mutacdes do EGFR tendem a ocorrer menos frequentemente em populagdes caucasianas.

O outro anti-EGFR, Erlotinib, desenvolvido em paralelo com o Gefitinib, mostrou em
estudos de fase Il, prolongar a sobrevivéncia em doentes com CPNPC ap06s falha da primeira
e segunda linhas de quimioterapia, especialmente em pacientes nunca fumadores (18). Apos o
ensaio de fase Il - BR-21-, a sua aplicagdo clinica, foi aprovada pela FDA, em 2004.
Posteriormente, e a semelhanca do que acontecera com o Gefitinib, foi efetuado um estudo de

fase Ill utilizando o Erlotinib em primeira linha em doentes europeus EGFR-mutados

13
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(EURTAC). Em consequéncia dos excelentes resultados obtidos, com melhoria da
sobrevivéncia livre de progressdo nos doentes tratados com este farmaco, a indicagdo do uso
do Erlotinib foi alterada e este foi sugerido como primeira abordagem, em detrimento da

quimioterapia, nos doentes com CPNPC positivos para a mutacdo EGFR (19,20).

6.2- Gene ALK: nasce no passado e fica para mudar o futuro

O gene ALK (cinase de linfoma anapléasico), foi identificado em 1993, como um
oncogene expresso em grande parte dos linfomas anaplésicos de grandes células (ALCL) nao
Hodgkin: quando descoberto, encontrava-se fundido com o gene da nucleofosmina (NPM) —
ja conhecido - por translocacdo entre o braco p do cromossoma 2, onde se localiza 0 ALK
(2p23), e 0 q do cromossoma 5 que contém o NPM (5q35) (21). Entretanto, nos anos que se
seguiram, outras proteinas de fusdo envolvidas em processos de carcinogénese foram ligadas
a atividade anormal de ALK, sugerindo a possibilidade de existirem outros parceiros para a
combinacdo com o ALK, nomeadamente o TFG (TRK - fused gene) descoberto também em
ALCL e originando duas diferentes proteinas quiméricas, e ainda em tumores de
miofibroblastos, fundido com diferentes genes (tropomiosinas, clatrina, RNA-sintetase)
(22,23). Estes achados comecaram entdo a realcar o papel central das alteracbes do gene
ALK em diferentes tipos de tumores.

Em 2007, foi identificado um novo rearranjo de ALK com o gene EML4, codificador
de uma proteina estabilizadora de microtabulos (proteina tipo 4 associada a microtubulos da
equinoderme), mas desta vez em tumores do pulmao, nomeadamente CPNPC. Para confirmar
0 potencial oncogénico deste gene, resultante da translocagdo EML4-ALK, a equipa de
investigacdo criou plasmideos com vérios elementos incorporados, nomeadamente cada um

dos genes participantes no rearranjo de forma individual, o gene EML4-ALK, e ainda vetores

14
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com genes ja expectaveis de induzir a formacdo de tumores, nomeadamente NPM-ALK e v-
Ras, no sentido de comparar os efeitos apds transfeccdo em modelos animais (ratinhos). Este
ensaio mostrou a formacgéo de tumores apenas nos ratinhos que tinham recebido a injecéo de
células portadoras das mutagdes NPM-ALK ou v-Ras (resultados esperados) e também nos
ratinhos portadores de EML4-ALK ativo (figura 1). Posteriormente, numa perspetiva de
utilizacdo deste novo gene como alvo de tratamento anti-tumoral, os investigadores testaram a
atividade de um inibidor de ALK no tratamento de tumores EML4-ALK+, ja que alguns
compostos desta familia tinham mostrado, recentemente, atividade supressora do crescimento
de células tumorais NPM-ALK+ em linfomas. Mais uma vez o resultado foi arrebatador,
assistindo-se a inducdo da morte das células portadoras do gene EML4-ALK. Neste estudo
inicial, este gene de fusdo foi identificado em 6,7% dos doentes com CPNPC avaliados (5

casos em 75 doentes, todos eles asiaticos) (24).

Vector EML4 ALK EML4-ALK K589M NPM-ALK v-Ras
373 i
Nude mice
Tumour/injection 0/8 0/8 0/8 8/8 0/8 8/8 2/2

Fig. 1- Resultados da injecdo subcutanea de células (3T3) transfectadas com plasmideos, contendo os referidos
genes, em modelos animais. A expressdo fenotipica foi examinada 20 dias ap6s a inje¢do. Pode-se observar a
clara formag&o de um tumor no ratinho que recebeu o gene de fusdo EML4-ALK (23).

Atualmente, sabe-se que é o rearranjo envolvendo o ALK mais frequente no CPNPC,
sendo encontrado em cerca de 6% dos doentes (25), e nestes, maioritariamente nos
adenocarcinomas (4-6%) (26). Mais recentemente foram descritos outros rearranjos do ALK

no CPNPC, como a TFG-ALK, (27) e a KIF5B-ALK (28)
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Seguiram-se outros estudos que comprovaram o potencial oncogénico destes
rearranjos, destacando-se um em que o gene EML4-ALK, cuja expressdo teria sido induzida
nos ratinhos, foi colocado sob a acdo de um promotor génico especifico do pulmao,
mostrando que todos os modelos transfectados desenvolviam adenocarcinomas do pulmaéo
exprimindo a proteina de fusdo (29). Depreendeu-se assim, com base nos resultados destes
estudos em modelos, que o rearranjo EML4-ALK parecia ser suficiente para induzir formacéo
de carcinomas do pulmdo in vivo, indicando que este podia vir a constituir um alvo
terapéutico de extrema relevancia.

A forma ALK “wild-type” (sem rearranjos) codifica um recetor de tirosina cinase
(RTK), que em termos celulares desempenha um papel idéntico ao dos restantes RTK,
regulando algumas vias de sinalizacdo responsaveis pelo controlo da proliferacdo e
sobrevivéncia celulares, nomeadamente Ras—MAPK, PI3K-AKT e JAK-STAT (figura 2)

(30).

ALK inhibitors
HSPS0 inhibitors

Survival

Fig. 2- Representacdo da cascata de sinalizacdo aberrante ligada aos rearranjos de ALK; esta favorece a
carcinogénese por ativacdo constitutiva do RTK e consequentemente das vias representadas (84).
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Compreende-se assim que uma alteracdo neste recetor possa alterar o normal
funcionamento destas vias de sinalizacdo e estar na genese dos processos tumorais.

Este gene parece ainda estar ligado ao sistema nervoso central (SNC): considera-se
que desempenha um importante papel ao nivel do seu desenvolvimento, sendo expresso
fisiologicamente numa fase precoce da vida humana, e parecendo ser também expresso
também no SNC dos adultos mas de forma restrita as células neuronais e em menores
concentracgdes (25).

O gene EMLA4-ALK, resulta de pequenas inversdes na regido p do cromossoma 2,
onde se encontram originalmente ambos os genes em dire¢fes opostas, e que ficardo fundidos
apos ocorrer a inversdo que envolve os dois loci - inv(2)(p21p23). (31)

Neste rearranjo envolvendo o ALK, o gene EML4 encontra-se em continuo com a sua
extremidade 57, e o resultado é entdo a fusdo entre a correspondente proteina EML4 dos
microtibulos e a regido intracelular do recetor ALK; a fusdo promove uma
dimerizacdo/oligomerizacdo das proteinas que se originam e conduz a uma ativacdo
constitutiva do dominio cinase do ALK, ou seja, uma ativacdo do recetor tirosina cinase que
se torna auténomo, independente de ligandos, ativando também, consequentemente, as vias
que sinaliza. O resultado final desta alteracdo génica nas células portadoras, é a proliferacdo
celular descontrolada e a perda de mecanismos apoptéticos, favorecendo a carcinogénese
(32).

O gene EML4-ALK pode codificar diferentes variantes da correspondente proteina de
fusdo: normalmente, os rearranjos envolvem sempre o dominio intracelular da tirosina cinase,
mas o0 gene EML4 encontra-se truncado em diferentes alturas da sua sequéncia (figura 3). Em
2013 conheciam-se ja mais de 20 variantes, no entanto, ainda ndo foi estabelecida a
importancia clinica desta distin¢do (32) — estudos in vitro mostraram diferentes sensibilidades

perante varios inibidores de ALK, mas o mesmo ainda ndo se verificou num cenario mais
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clinico que elucide a necessidade de as distinguir com beneficios de escolha terapéutica para o
doente (33).

No entanto, analisando a total populacdo de CPNPC, apercebemo-nos que 0S
rearranjos envolvendo o ALK sdo relativamente raros, mas que se tornam frequentes quando
selecionamos determinados perfis clinicos: adenocarcinomas com padrdo histologico
predominantemente em anel de sinete ou mucinoso cribiforme (34-36), estadios avancados,
doentes com habitos tabagicos leves ou inexistentes e idade jovem, ndo tendo sido
encontradas diferencas estatisticamente significativas em termos de sexo (37,38). A presenca
desta mutacao parece ser também um fator prognostico, apresentando estes doentes um pior
outcome comparativamente aos doentes ALK negativos (39), com pior sobrevivéncia e risco
aumentado de desenvolver metastases cerebrais e hepaticas.

Existem ainda diversos estudos que sugerem a exclusividade do gene EML4-ALK em
relacdo as alteracGes dos genes EGFR e KRAS, significando que a presenca de um destes

exclui, na grande maioria dos casos, a existéncia dos outros (40,41).

| EML4 A TN [V
EML4 A TN |v2
[ EmLa A TN |v3ab
| EML4 I Ak |va
[Emia] A T |vsarb
| evea N Ak |ve
| EML4 A N |v7
| EML4 Ak T | va:
| EML4 AT | "vs"
| TFG Ak TN |
[ KkiFsB A TN |
~— m mam

Fig. 3- Diferentes proteinas de fusdo combinadas com o ALK e encontradas em cpnpc; mostra a predominancia
da combinagdo entre 0 ALK e EML4, conhecendo-se mais de 20 variantes diferentes; o rectangulo azul
representa 0 dominio de tirosina cinase conservado em todas as diferentes variantes de proteinas de fuséo (30).
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6.3- Um novo aliado: o Crizotinib

N&o ha ddvidas quanto a natureza complexa e potencialmente fatal do cancro do
pulmé&o, no entanto este panorama parece estar a modificar-se radicalmente: cada vez parecem
estar mais claros 0s mecanismos subjacentes a fisiopatologia e comportamento tumoral, o que
se reflete no progndstico, destacando-se como principal razdo a possibilidade, que se tornou
real, de comecar a aplicar terapéuticas dirigidas. Este novo conceito exige a identificacdo de
alvos moleculares especificos com papel central na carcinogénese, que devem ser
mensuradveis na clinica (qualitativa ou quantitativamente) e ter correlagdo com outcomes
clinicos positivos quando a terapéutica dirigida é administrada (42). A descoberta de
mutacdes ativadoras do gene EGFR e mais recentemente de genes de fusédo envolvendo o
ALK tem permitido aplicar o conceito: os doentes com CPNPC, (mais frequentemente
adenocarcinomas), sao selecionados através de biomarcadores (alteracbes génicas,
principalmente do EGFR e ALK — figura 4), e mostram beneficio clinico extraordinario
inerente ao uso de inibidores de tirosina cinase dirigidos as alteragdes do EGFR do ALK,

apresentando uma melhoria consideravel no controlo do tumor e na propria sobrevida.

Adenocarcinoma

BRAF
2% (V600E
MET ROS/RET \.HER2MEK  1%)

4% 1.5% 1% 2%

Fig.4- Incidéncia das alteragcdes génicas conhecidas no adenocarcinomas do pulmdo (o0 mais frequente dos
CPNPC) (85).
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O ALK foi validado como alvo terapéutico apos serem conhecidos os resultados

arrebatadores dos primeiros ensaios com o Crizotinib, um inibidor de tirosinas cinase
atualmente utilizado em doentes com CPNPC avancado e ALK positivo, (cerca de 4%(-6%)
dos CPNPC representando aproximadamente 40000 novos casos por ano dada a sua elevada
incidéncia) (30).

O papel do Crizotinib, uma nova molécula concebida pela Pfizer® destinada

inicialmente a inibir a tirosina cinase ¢c-MET, foi avaliado em estudos pré-clinicos de
seletividade e mostrou-se, de facto, mais potente contra o c-Met mas também ativo contra
outros RTK’s importantes no processo de oncogénese, nomeadamente ROS1 e ALK (43).
O primeiro estudo em humanos comecou em 2006 com um ensaio de escalada de dose, em
doentes com tumores solidos. O desenho do ensaio determinava que fossem posteriormente
efetuados estudos para deteccdo da expressdo de ALK ou MET em doentes com tipos
especificos de tumores, e que os doentes com evidéncia de ativacdo ALK ou MET fossem
incluidos em coortes de expansdo do estudo, medicados com a dose determinada previamente
(250mg 2id, em ciclos de 28 dias).

Em 2007 os rearranjos do ALK sdo descobertos pela primeira vez no CPNPC. Com
esta descoberta e os resultados promissores em dois doentes com CPNPC ALK positivos
tratados na fase de escalada de dose, o protocolo sofreu uma emenda e em 2008 foi
acrescentada uma nova coorte de doentes com estas caracteristicas. Os dados destes 19
doentes revelaram uma taxa de respostas objetivas (ORR — Overall Response Rate) de 53%,
mais tarde confirmada por um total de 82 doentes incluidos (57%) (44).

No primeiro ensaio de Fase | especifico para CPNPC, internacional e multicénctrico -
PROFILE 1001 (fig.8) -, foram avaliadas as respostas de 143 doentes ALK positivos em
estadios avancados, tratados com Crizotinib. Atingiu-se uma ORR de 60.8% (87 respostas em

143 doentes, 3 delas completas (CR: Complete Response), e as restantes 84 parciais (PR:
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Partial Response), (fig. 5), uma sobrevivéncia livre de progressdo (PFS: Progression Free
Survival) de 9.7 meses e uma sobrevivéncia global (OS: Overall Survival) estimada aos 6

meses de 87.9% e aos 12 meses de 74.8%.

100

B Progressive disease
W Srable disease

[ Pastial respanse
B Complete response

a0

Change from baseline (%)

Il | I

Fig.5- Waterfall plot — grafico em cascata representando as impressionantes respostas dos doentes ap6s o inicio
do Crizotinib (representado pela linha de base). Adaptada de (45)

Trinta e nove doentes continuaram a tomar Crizotinib por mais 2 semanas para além
da progressdo, facto justificado pelo beneficio clinico experimentado por estes doentes
durante o ensaio. Foi relatada a ocorréncia de efeitos adversos ao medicamento em 97% dos
casos, no entanto estes foram maioritariamente de grau 1 ou 2, sendo 0s mais comuns:
alteracbes oftalmologicas, nauseas, diarreia, obstipagdo, vomitos e edemas periféricos; as
reacOes adversas mais graves, de grau 3 ou 4, foram neutropenia em 9 casos, subida dos
niveis de alanina aminotransferase, hipofosfatémia e linfopenia (cada um destes em 6
doentes). Concluiu-se, nesta fase, que o Crizotinib era um farmaco bem tolerado, que induzia
respostas rapidas e duradouras em doentes com CPNPC ALK positivo, parecendo demonstrar

um potencial beneficio em situagdes de primeira progressdo da doenga (45) . Estes resultados
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iniciaram uma revolucdo no campo do tratamento do cancro do pulméo (fig. 6), uma vez que

contrastavam nitidamente com os resultados da terapéutica standard em vigor.

T TS
% .
i

Fig.6- Resposta imagiol6gica tipica de um doente EML4-ALK+ ap6s 7 semanas de Crizotinib (30).

Resultados igualmente surpreendentes, foram alcangados com os estudos de fase Il -
PROFILE 1005 (fig.8) — que continuaram a avaliar a acdo do Crizotinib em CPNPC
avancados ALK positivos, previamente tratados com um dupleto de citostaticos contendo um
platino, verificando-se uma ORR de 59.8%, duracdo média da resposta de 45.6 semanas e
uma PFS média de 8.1 meses (46).

Foi com base nas respostas impressionantes dos doentes a aplicacdo do Crizotinib, em
estudos de fase | e Il e no favoravel risco-beneficico, que a FDA aprovou precocemente 0 Uso
do Crizotinib, em Agosto de 2011, para o tratamento dos CPNPC (localmente avancgados ou
metastaticos) ALK positivos, etectados por um teste de técnica de FISH também aprovado a
par do medicamento (3).

Por fim, dois estudos de fase 11l foram estruturados de modo a comparar os efeitos do
Crizotinib com os da quimioterapia, em populacdes selecionadas: PROFILE 1007 e PROFILE
1014 (fig. 8). O ensaio PROFILE 1007 (fig.7) — A8081007, internacional, multicéntrico e

randomizado, veio confirmar a eficacia clinica demonstrada nas fases anteriores: a amostra foi
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de 347 doentes ITT (intention to treat), novamente constituida por doentes com CPNPC, em
estadio avancado, positivos para ALK (selecionados pelo teste Vysis ALK Break Apart FISH
Probe Kit®, previamente submetidos a um regime de quimioterapia com Platino e que
recebiam, durante o estudo, ou o Crizotinib ou novo regime de quimioterapia (pemetrexed ou
docetaxel). A PFS média encontrada foi de 7.7 meses no grupo tratado com Crizotinib e de
3.0 no grupo que recebeu quimioterapia (valores mostraram-se independentes de fatores de
estratificacdo de subgrupos); a ORR foi de 65% para o Crizotinib e de 20% no braco que
recebeu quimioterapia. No grupo tratado com Crizotinib, assistiu-se a uma gratificante CR e a
112 PR, enquanto no outro grupo ndo foram obtidas CR e contaram-se 34 PR. Em termos de
OS, ndo foram encontradas diferencas significativas: o Crizotinib alcancou os 20.3 meses e a
quimioterapia, 22.3 meses. No entanto, estamos perante um fator de confundimento
(fendbmenos de crossover) que podera justificar estes ultimos resultados de impacto na OS:
64% dos doentes do grupo que se submeteu a quimioterapia, recebeu posteriormente
Crizotinib aquando da progressdo da doenca. Em relacdo a toxicidade, todos os doentes que
receberam Crizotinib experimentaram algum tipo de reacdo adversa, 17% descontinuaram a
terapéutica pelos efeitos adversos, 39% descontinuaram temporariamente, 16% tiveram
reducdo da dose. No braco do estudo que recebeu quimioterapia, 98% dos doentes
experimentaram efeitos adversos, 14% descontinuaram a terapéutica, 16% interromperam
temporariamente e 15% tiveram reducdo da dose; note-se no entanto que, para a interpretacdo
destes resultados, é necessario ter em conta que a duracdo do tratamento com Crizotinib foi 2
a 3 vezes mais longa que a da quimioterapia. Para o Crizotinib, as reacfes adversas mais

frequentes (>25%) continuaram a ser as perturbacdes visuais, (incluindo casos de diplopia,

23



ALK e Cancro do Pulmao: o futuro é hoje?
Tese de Mestrado — Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

A Overall Change from Baseline in Symptoms and Global QOL
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Fig.7- Outcomes dos doentes num estudo de fase I11 conseguidos através da aplicacdo de um questionario destinado
a esta avaliacdo: European Organization for Research and Treatment of Cancer quality-of-life questionnaire (QLQ-
C30) adaptados ao cancro do pulmdo (QLQ-LC13). O esquema A) ilustra a mudanca dos sintomas dos doentes
comparativamente com uma linha de base. Os scores no questionario variam entre 0 e 100, e assim, no que concerne
as barras dos sintomas, as pontuagBes mais altas reforcam a sua severidade, enquanto as negativas, indicam
melhoria; J& na ultima barra, referente a qualidade de vida global, vemos que é positiva para o Crizotinib, ao
contrario da da Quimioterapia, significando melhor qualidade de vida dos doentes tratados com este agente.

O gréfico B) mostra uma estimativa (de Kaplan—Meier) para o tempo da deterioragdo dos sintomas (considerando
os 3 cardinais, tosse, dispneia e dor tordcica) com cada métodos terapéutico. No caso do Crizotinib, esta
deterioragdo demorou mais tempo a chegar, apresentando um tempo médio de 5.6 meses sendo bem mais rapido nos
doentes sujeitos a Quimioterapia, chegando ao fim de uma média de 1.4 meses. Adaptado de (10)
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fotofobia, fotopsia, visdo turva, diminuicdo da acuidade visual, défices visuais e vitreous
floaters), as nauseas, diarreia, vomitos, obstipacdo, edemas, elevacdo das transaminases e
fadiga. Dos efeitos adversos de graus 3 e 4, 0 mais comum foi a elevacdo das transaminases
(17%) e o mais grave, a pneumonia (4%). Outros efeitos toxicos clinicamente significativos
para além da hepatotoxicidade, foram a bradicardia, prolongamento do intervalo QT (no
eletrocardiograma) e a doenca pulmonar intersticial (em cerca de 5% dos doentes). (10). Os
excelentes resultados deste ensaio levaram em, Novembro de 2013, a aprovacéo pela FDA do
Crizotinib em segunda linha, em doentes com CPNPC ALK positivos.

O outro estudo de fase 11l - PROFILE 1014 — novamente internacional, multicéntrico e
randomizado- comparou o efeito do Crizotinib com o da quimioterapia em doentes sem
tratamento prévio, tentando apurar qual a terapéutica mais eficaz em primeira linha para os
doentes com CPNPC, estadios IlIB e IV, positivos para ALK. Foram randomizados,
participando um total de 343 doentes, recebendo no braco A 250 mg de Crizotinib 2 vezes por
dia, ou no brago B gquimioterapia (pemetrexed em associacdo com cisplatino ou carboplatino a
cada 3 semanas até perfazer um maximo de 6 ciclos).No braco B foi permitido o crossover
para Crizotinib apds progressdo da doenca. Os resultados mostraram que foi atingido melhor
PFS no grupo do Crizotinib, 10.9 meses em contraste com o valor no grupo da quimioterapia,
7.0 meses. A ORR foi também superior no grupo do Crizotinib, 74% versus 45% com
quimioterapia, tal como probabilidade de sobrevivéncia no 1° ano (84% versus 79%). O perfil
de seguranca do Crizotinib foi consistente com o reportado anteriormente no PROFILE 1007,
em que os doentes recebiam tratamento prévio com quimioterapia, ressalvando-se, no entanto,
demonstracdo da capacidade de controlar a elevagéo das aminotransferases de grau 3 e 4 no
grupo do Crizotinib (apresentada por 14% dos doentes desse grupo), com interrupgfes do

farmaco ou ajustes de dose.
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Concluiu-se também que a terapéutica com Crizotinib em primeira linha se associava
a melhor qualidade de vida global e a uma maior capacidade de reduzir os sintomas
relacionados com o préprio tumor. E ainda de notar que, apesar de a comparacio directa entre
estes Ultimos dois estudos de fase Il ndo ser possivel, a eficacia do Crizotinib como
tratamento de primeira linha para estes doentes, parece ser superior a demonstrada pela
inclusdo do farmaco apenas em linhas de tratamento secundario, isto é, os doentes podem
beneficiar mais do Crizotinib do que da realizacdo de esquemas de quimioterapia baseados em

platino como primeira abordagem terapéutica.

Study Phase Patients included ORR (%) PFS (months) Author

PROFILE 1001 Phase | M: 149 pt 60.8 a7 Camidge 2012 (32)
(NSCLC; ALK+) (95% Cl, 52.3-68.9) (95% Cl, 7.7-12.8)

PROFILE 1005 Phase Il MN: 261 pt 60 8.1 Kim 2012 (33)
(NSCLC; ALK+) (95% Cl, 53.6-65.9) (95% Cl, 6.8-9.7)

PROFILE 1007 Phase Il (CZT vs. P/D)  M: 346 pt B5 vs. 19.5 7.7vs.3.0 Shaw 2013 (34)
(NSCLC; ALK+) P<=0.0001 P=0.0001

PROFILE 1014 Phase lll (CZT vs. C + P) (NSCLC; ALK+) Ongaing Ongoing (NCTO1632001)

Fig.8- Ensaios clinicos mais relevantes em doentes ALK positivos (86). CZT- Crizotinib; P- Pemetrexd; D-
docetaxel; C- cisplatina ou carboplatina; NSCLC- CPNPC.

6.4- Quando e como testar a presenca dos rearranjos do ALK

E globalmente reconhecida a importancia da detecdo do rearranjo do gene ALK para a
selecdo dos doentes com CPNPC que beneficiardo da terapéutica dirigida. Contudo, ndo esta
ainda muito claro se as caracteristicas clinicopatoldgicas poderdo ajudar nesta tarefa. Sabe-se
que os rearranjos do gene ALK sdo mais frequentes em adenocarcinomas - especialmente com
padrdo de células em anel de sinete (figura 9.B e C) ou mucinoso cribiforme -, doentes mais
jovens, e ainda em doentes ndo fumadores ou ex-fumadores de baixa carga tabagica. A
histologia parece ser o critério mais importante de sele¢do dos doentes candidatos: em mais de

12000 carcinomas do pulmdo estudados, os rearranjos ALK foram encontrados
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maioritariamente em tumores ndo escamosos e ndo neuroenddcrinos (47), e portanto as
guidelines recomendam, no minimo, a pesquisa dos rearranjos genéticos em todos os doentes
com CPNPC avancados que sejam adenocarcinomas ou possuam um componente
adenocarcinomatoso (48). E ainda aconselhado testar a presenca destes rearranjos noutros
casos menos lineares: aqueles em que o carcinoma € classificado como CPNPC e ndo €
possivel excluir uma componente de adenocarcinoma (por exemplo nos casos de bidpsias
limitadas ou citologias), e ainda quando estamos perante um adenocarcinoma/ tumor misto
com populacdo de adenocarcinoma, mas em estadio inicial (I-111A) ndo abrangido pelas
indicacdes terapéuticas de uso de Crizotinib, mas em que o teste molecular deve ser realizado
no sentido de fornecer informacdo que podera ser utilizada mais tarde, caso o tumor venha a
recorrer ou evoluir (48). As guidelines do The college of American Pathologists (CAP)/
International Association for the Study of Lung Cancer (IASLAC)/ Association for Molecular
Pathology (AMP), sugerem que nao devem ser utilizadas de forma rotineira a detecdo da
translocacdo ALK no grupo dos CPNPC escamosos. E de salientar, no entanto, que existe
ainda alguma dificuldade na classificacdo histologica dos tumores do pulmdo, no que
concerne a diferenciacdo dos varios subtipos de CPNPC, e que este facto poderéa justificar a
percentagem (1.3% em mais de 1400) de carcinomas escamosos portadores de rearranjos
ALK, e as discordancias entre estudos nestes carcinomas. (47)

Esta complexidade da caracterizacdo histoldgica dos tumores do pulméo esta bastante
ligada ao tipo de amostra habitualmente disponivel para analise, habitualmente constituido
por material de biopsias de pequenas dimensGes e amostras citoldgicas, deixando 0s
patologistas e clinicos na duvida sobre a representatividade daquelas em relacéo ao total da
massa tumoral. Como exemplo, e a corroborar este facto, temos os resultados de um estudo,

efetuado por Rektman, em foi feita a reavaliacdo dos diagndsticos de 16 tumores de células
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escamosas com evidéncia de EGFR e KRAS, e se chegou a conclusdo que 15 desses tumores
demonstravam componentes de adenocarcinoma (49).

Reconhece-se entdo uma relacdo de coexisténcia entre a histologia de adenocarcinoma
avancado e os rearranjos do ALK, o que tem revolucionado o campo das terapéuticas e da
pratica clinica, tornando imperativa a subtipagem histopatologica precisa para que as
terapéuticas dirigidas de que dispomos sejam eficazes (figura 9). Neste ambito, a nova
classificacdo de tumores do pulmdo da World Health Organization (WHO), assume um
importante papel ja que é com base nesta classificacdo que séo identificados os CPNPC que
poderdo ser portadores dos rearranjos. Esta classificacdo adaptou-se as novidades na area da
pneumologia oncoldgica tornando mandatoria a exata classificacdo histopatologica para
selecionar os subgrupos de doentes, diminuindo o mais possivel o0 nimero de CPNPC-NOS
(Not Otherwise Specified). Nas classificagdes anteriores a distincdo dos tumores era
morfologica, baseava-se na microscopia Otica, usando técnicas de coloracdo de hematoxilina-
eosina e eventualmente mucina. Na nova classificacdo as técnicas de Imuno-histoquimica
(IHQ) séo recomendadas, sempre que possivel, ndo s6 para as pequenas biopsias e citologias,
mas também em pecas cirlrgicas de adenocarcinomas solidos, carcinomas escamosos nao
queratinizantes, carcinomas de grandes células, tumores neuro-enddcrinos e carcinomas
sarcomatoides. Por outro lado, a necessidade de preservar material de bidpsia para a
realizacdo de estudos moleculares levou também a que exista a indicacdo muito precisa de
qgue devem ser realizados o minimo possivel de estudos de IHQ necessarios para a sub-
classificacdo dos tumores. Foi assim criada uma nova categorizacdo de pequenas biopsias e
citologias e uma abordagem completamente renovada para o adenocarcinoma (estas duas
ultimas, semelhantes as propostas pelas Association for the Study of Lung Cancer/ American

Thoracic Society/ European Respiratory Society, em 2011) (50).
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Mais recentemente surgem novas evidéncias: a de que o tumor ndo € uma entidade
estatica, e que a sua arquitetura histologica e molecular pode variar ao longo do tempo e ser
mesmo modificado pelo tratamento instituido; esta constante mudanca parece exigir ou pelo
menos levantar a hipdtese da necessidade de rebiopsar o tumor e de fazer novas avaliacGes da
histologia e dos marcadores moleculares apds cada linha terapéutica.

Mas apds estarmos face a um adenocarcinoma do pulméo em estadio avancado, como
testar a presenca de translocacfes do ALK? O meétodo recomendado neste momento como
gold-standard para este efeito € o FISH, um kit desenvolvido para os estudos iniciais destes
farmacos. No entanto, e se devidamente validado, é possivel os laboratorios considerarem
valida a aplicacdo de um meétodo de rastreio prévio a este FISH, capaz de uma pré-selecdo dos
doentes com adenocarcinoma, utilizando a IHC (51).

O teste FISH empregue nos estudos iniciais do Crizotinib em doentes com ALK-
rearranjado, foi eficaz ao ponto de permitir a observacdo dos outcomes que acabaram por
validar a aprovacdo do Crizotinib para uso clinico (grau de evidéncia B). Este método foi
inicialmente aplicado segundo duas diferentes estratégias, break-apart e fusion, mas a
primeira apresentou melhor correlacdo com os outcomes dos doentes e foi por isso a escolhida
como referéncia na area (52,53). A FDA aprovou assim o Abbott Molecular Probes® (Figura
9.A), como teste diagnostico acompanhante da selecdo dos doentes a receber Crizotinib. Este
teste comercial, inclui uma marcacdo com sonda de 300-kb em espetro de cor-de-laranja para
a regiao telomérica 3’ do gene ALK e uma sonda com marcagdo verde de 442-kb destinada a
regido centromérica 5°, aparecendo o ALK original como sinal amarelo e o ALK rearranjado
como dois sinais distintos verde e laranja “separados” (51). O teste é positivo se for detetada a

presenca de mais de 15% de células tumorais com rearranjo ALK (54).
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Note-se ainda que o FISH exige uma amostra de pelo menos 50 células tumorais para
a fidedignidade dos seus resultados, e portanto, ndo pode ser utilizada em cerca de 20% das
biopsias tumorais (40,54). Apresenta ainda outras limitacdes: os elevados custos, a exigéncia
de material como microscopio de fluorescéncia e formacédo propria para a interpretacdo dos
resultados. Assim sendo, novas investigacdes tém focado a comparagdo do FISH com a IHC
(envolvendo a aplicacdo de diferentes anticorpos), RT-PCR (reacdo polimerase em cadeia
com uso de transcriptase reversa) multiplex ou quantitativo e CISH (hibridizacdo in situ
cromogénica) (55). No entanto, e salvaguardando a hipdtese de ndo ser aplicado este método
convencional e gold standard, esta recomendada a realizacdo de estudos de validagdo do teste

aplicado, comprovando uma performance pelo menos comparavel ao de referéncia no que
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Fig.9- Métodos diagndsticos de CPNPC EML4-ALK+. A) Aplicacdo da técnica FISH a uma amostra tumoral
positiva para o rearranjo. As setas mostram as diferentes marcagdes possiveis para os achados; B) Técnica de
IHQ com coloragéo citoplasmatica para ALK; C) colora¢do da mesma peca com Hematoxicilina-Eosina; As
setas de B) e C) realgam células em anel de sinete. Adaptada de (37).

concerne a intensidade, magnitude, precisao, sensibilidade e especificidade do sinal, devendo,
este teste aplicado, ser ainda capaz de detetar as variantes de fusdo do ALK com outros
elementos que ndo apenas o EML4 (56).

Teoricamente, a IHC é capaz de detetar as proteinas de fusdo do ALK, mas, o facto de
algumas variantes existirem em baixas concentracdes, dificulta o processo: por todas as
vantagens apresentadas por este método (rapidez, simplicidade, baixos custos), este foi
estudado como passivel de identificar sobreexpresséo de ALK rearranjado em

adenocarcinomas, como alternativa ao FISH. No entanto, demonstrou resultados bastante
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pobres com o anticorpo anti ALK1 (anticorpo monoclonal anti-humano CD246 de rato,
tipicamente utilizado no caso dos linfomas), devido as baixas concentracdes de proteinas de
fusdo rearranjadas no caso dos adenocarcinomas do pulmao, ao contrario do que sucede com
os linfomas de células anaplasicas (51). Inumeros esforcos tém sido feitos nesta area, na
tentativa de melhorar o método, aplicando técnicas de amplificacdo ou novos anticorpos,
existindo ja um teste comercializado que apresenta excelente reprodutibilidade, especificidade
e sensibilidade quando comparado com o FISH, (anticorpos ALK anti-humanos monoclonais
de rato D5F3 e D9E4) (57,58).

A IHC mostra-se, assim, um método bastante popular, mas a ser utilizado para ja
como ferramenta de selecdo inicial da potencialidade da peca histolégica conter os rearranjos
ALK, uma vez que permite observar simultaneamente a arquitetura tecidual e a histologia das
células tumorais. Outros algoritmos, no entanto, defendem o emprego do FISH apenas
subsequentemente a testes IHC duvidosos e desnecessario nos positivos com IHC. Assim
sendo, até a data, a evidéncia parece insuficiente para aprovar uma recomendacao que valide
o emprego da IHC para ALK como determinante na prescricdo de terapéutica com ALK
TKIs, sendo utilizado apenas como método de screening, com a posterior verificacdo por
FISH para a elegibilidade terapéutica. (51,59,60).

Por fim, as outras duas técnicas cuja aplicacdo tem sido estudada para o referido
objetivo, sdo a RT-PCR e a CISH. A primeira, tem-se revelado uma técnica altamente
especifica e fidvel, e baseia-se na identificacdo de variacbes de breackpoints, e combinacGes
com a extremidade 5’ de ALK, mas falha na detecdo de variantes atipicas, que contenham por
exemplo delegdes ou insergdes, e o custo da sua aplicagédo ainda se encontra sob avaliagdo. A
CISH, é um novo método que pretende ultrapassar algumas dificuldades da FISH, um método
automatizado de hibridizagdo in situ cuja tecnologia ainda requer validagdo, embora existam

ja alguns algoritmos que incluam a sua execucao (60).
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Em suma, conhecem-se algoritmos diferentes para o diagnostico dos rearranjos ALK:
estes incluem as diversas técnicas, sdo propostos por diferentes autores e/ou grupos de estudo
e espelham a controversia sobre a melhor combinacdo de procedimentos para o efeito, que se
deve, principalmente, a complexidade de interpretacdo das caracteristicas de cada tumor (61).
A maioria recomenda um screening com IHC, pelas questdes de custo-efetividade inerentes a
necessidade de realizar testes em massa e a posterior verificagdo com FISH, que se mantém,

para ja, o gold standard.

6.5- Novo desafio: as resisténcias

Apesar da evidente atividade anti-tumoral do Crizotinib, os tumores com alteracdes do
gene ALK, parecem desenvolver, inevitavelmente, resisténcia a este farmaco, na maioria das
vezes no final de um ano de terapéutica, podendo no entanto a duracdo dos beneficios ser
bastante variavel, incluindo-se num espetro que se estende desde meses a anos (30,62). A
resisténcia pode ser priméaria (auséncia de resposta ao tratamento), ou secundaria (apds uma
resposta inicial) (62), parecendo esta Ultima ser a forma mais comum no caso da resisténcia ao
Crizotinib. A identificacdo dos mecanismos responsaveis pelo aparecimento das resisténcias é
atualmente alvo de intensa investigacao (12).

Pensa-se que a resisténcia primaria, menos comum e bem menos compreendida, possa
estar relacionada com caracteristicas intrinsecas do proprio gene de fusdo, que conferem
diferencas de sensibilidade, observadas tanto com as diferentes variantes da fusdéo EMLA4-
ALK como com o0s proprios genes associados em fusdo com o ALK. Esta hipotese €
suportada por estudos in vitro mas ndo apresentou correlacdo clinica até a data (estudos de

fase 1 com o Crizotinib ndo conseguiram provar relagdo entre a resposta e as diferentes
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variantes de EML4-ALK) (33,44). Outra causa para este tipo de resisténcia prende-se com as
eventuais falhas técnicas no diagndstico dos rearranjos, como a existéncia de falsos positivos
na genotipagem. A técnica de FISH, apesar de ser a unica aprovada pela FDA para detecéo
dos rearranjos, representa um desafio claro ao utilizador uma vez que a sua interpretacdo pode
ser dificil, sendo possivel hibridizacdo aberrante, artefactos a diversos niveis, falha na
interpretacdo dos resultados ou até, em ultimo caso, verdadeiros positivos mas cujas
translocaces identificadas ndo produzam alteracdes funcionais (40). Outros mecanismos que
parecem emergir como potenciais explicacdes sdo: a perda do préprio oncogene de fuséo
EML4-ALK, bem como interferéncia de processos farmacocinéticos inerentes ao
metabolismo do farmaco, interacbes com outros farmacos, ou a correta adesdo ao tratamento,
tendo-se ja verificado, por exemplo, no caso da Leucemia Miel6ide Cronica em tratamento
com Imatinib, que estes fatores possam ter impacto nos niveis de farmaco atingidos e
interfiram com as concentracdes terapéuticas 6timas, (ndo esquecendo que o Crizotinib é um
farmaco de toma por via oral que exige o comprometimento dos doentes no cumprimento da
posologia) (63,64).

A resisténcia secundaria ou adquirida, por sua vez, pode surgir por diversos
mecanismos (figura 10) que se incluem em duas categorias principais: a resisténcia ALK-
dominante (tumores resistentes mas em que o ALK continua a ser o biomarcador oncogénico
principal e em que o tumor permanece dependente da sua atividade), de que sdo exemplo o
aparecimento de mutacdes secundarias ou amplificacdo do proprio gene ALK, e a resisténcia
ALK-ndo dominante, em que o ALK passa a ser um alvo ndo principal, surgindo outras vias
gue coexistem com o rearranjo mas passam a assumir maior importancia que este (33,62).

Na resisténcia adquirida em que o ALK continua a ser dominante, € comum o0s doentes
desenvolverem outras mutacfes do gene, sendo este considerado 0 mecanismo responsavel

pela maioria dos casos de resisténcia ao Crizotinib. Alguns exemplos incluem: a mutacdo
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L1196M, a primeira “major gatekeeper”, uma substituicdo de aminoacidos (leucina por
metionina na posicdo 1196) que interfere com a ligacdo do proprio Crizotinib na regido
correspondente de EML4-ALK, (por alterar, primeiramente, o local de ligacdo do ATP ao
recetor), e outras mutacdes distribuidas por locais secundarios, mais longinquos ao local de
ligacdo do farmaco, estando atualmente descritas 8 principais, responsaveis por cerca de 28%
dos casos de resisténcia ao Crizotinib (fig. 10) (2). A mutacdo L1196M, interfere entdo com o
local principal da ligacdo do Crizotinib; a G120R e a S120Y, ocorrem no dominio da cinase,
na proximidade do local de ligacdo e reduzem a afinidade para o farmaco; a 1151Tins, apesar
de distante ao local, diminui a afinidade da ligacdo entre o Crizotinib e o ATP, perturbando a
sua acdo e ainda podem ocorrer varias outras como F1174L (também encontrada em
resisténcia de tumores de miofibroblastos ao Crizotinib e representando o residuo F1174, o
mais comumente mutado no neuroblastoma (65), C1156Y, D1203N e G1269A (63,65-67).

Outro mecanismo recentemente identificado e inserido neste grupo de resisténcia adquirida, é

a amplificacdo do ALK, em particular um “ganho” do numero de copias (aumento do numero
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Fig.10- Frequéncias relativas dos mecanismos de resisténcia ao Crizotinib em CPNPC ALK+. Adaptado de (63).
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de copias do rearranjo em celulas tumorais sujeitas a terapéutica quando comparado com o
estadio prévio ao tratamento), detetado em 18% dos casos (fig. 10) (67).

Por outro lado, os mecanismos ndo dominantes, contribuem para cerca de 20% dos
casos de resisténcia adquirida ao farmaco nos CPNPC ALK-positivos, e incluem ativacdo de
vias de sinalizacdo alternativas que funcionam como bypass permitindo o desenvolvimento
tumoral sem a necessidade de sinalizacdo pelo alvo terapéutico, por exemplo por ativacao das
vias ligadas ao EGFR (fig.10), amplificacbes c-KIT, mutacdes KRAS, ou alteracfes em
HSP90 ou PI3K/AKT/mTOR (68). Em relacdo a resisténcia ao Crizotinib associada a
alteracdes da via ligada ao EGFR, o mecanismo preciso pelo qual ocorre ndo esta ainda
esclarecido, mas ha relatos de aumento da sua ativacdo em alguns doentes, apesar de
continuar a ser rara a ocorréncia de mutacGes no EGFR concomitantes em tumores ALK+ (em
grande parte da literatura consideradas até exclusivas), e portanto, esta sobre-ativacdo ndo
parece ser devida a mecanismos de mutacdo do proprio gene EGFR. No entanto, note-se que
existem casos em que a resisténcia ao inibidor do ALK é ultrapassada pela ressensibilizacdo
das células por inibicdo do proprio EGFR e posterior continuacdo do Crizotinib (30,63,67,69).
Outra via envolvida na resisténcia ao Crizotinib por bypass, engloba alteracdes de c-Kit por
amplificacdo génica, que se provou ser contornavel por combinacdo de Imatinib e Crizotinib
(30,67). As mutacGes de KRAS, por sua vez, parecem ter um significado incerto como
indutoras de resisténcia, porque apesar de ja terem sido identificadas em alguns doentes com
resisténcia, a reproducdo do mecanismo em laboratério ndo pareceu induzi-la tal como se
pensava (30,63,70).

As alteragOes da histologia tumoral (trans-diferenciacdo), constituem outro mecanismo
de resisténcia a terapéuticas com TKI’s. Estes acontecimentos foram inicialmente reportados
em adenocarcinomas com mutacdes no gene EGFR que foram submetidos a inibidores

dirigidos a essas alteracOes, e desenvolveram resisténcia aos mesmos. Estes tumores foram
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entdo rebiopsados e mostraram alteragcdes fenotipicas surpreendentes, com modificacdo da
histologia original de adenocarcinoma para CPPC ou modificacdes do componente epitelial
para mesenquimatoso, com mudanca evidente dos marcadores teciduais. A explicacdo base
para estas ocorréncias, permanece desconhecida, e parece ainda nao existir documentacao de
semelhantes modificacGes histologicas a proposito de tumores ALK+ resistentes (62,67,71).
Por fim, considera-se ainda possivel, a presenca de resisténcia policlonal (62,63), traduzindo-
se por coexisténcia de diferentes mecanismos de resisténcia no mesmo tumor ou alteracédo do
comportamento tumoral com as mudancas da terapéutica, podendo ser justificavel continuar o
mesmo inibidor apesar das progressdo da doenca, até se iniciar uma nova terapéutica (72).
As dificuldades que esta realidade acarreta sdo evidentes e agravadas pelo facto de a amostra
tecidual de que habitualmente dispomos, ser escassa e nem sempre representativa da
totalidade do tumor.

A resisténcia adquirida ou secundaria representa assim o mais recente desafio no
campo das terapéuticas dirigidas, exigindo ainda uma mais aprofundada compreensdo dos
processos subjacentes, a ponderacdo da necessidade de rebiopsar os tumores (com balango
dos riscos versus beneficios) para monitorizar o seu comportamento, a procura de meios nao
invasivos para tal (biopsias liquidas e pesquisa de DNA tumoral no sangue/plasma) e ainda a
nocdo da mutabilidade e dindmica dos tumores devidas a aplicacdo das diferentes pressdes

seletivas das abordagens terapéuticas. (62,73,74).
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6.6- Inibidores ALK de segunda geracgao

Os esforgos atuais viram-se para o desenvolvimento de inibidores ALK de segunda
geragdo, que se espera consigam ultrapassar as resisténcias e apresentar niveis terapéuticos de
atividade no SNC, a par de, obviamente, serem capazes de prolongar a PFS e a OS.

O Ceritinib ¢ um inibidor oral da tirosina cinase seletivo para o ALK, que atua
competindo com o ATP, sendo vinte vezes mais potente que o Crizotinib. O estudo pré-
clinico em modelos xenograft de CPNPC com rearranjos, mostrou marcada atividade em
tumores ALK positivos resistentes ao Crizotinib e em tumores ainda sensiveis, sugerindo a
possivel aplicacdo deste inibidor tanto em doentes com doenca progressiva como nos
portadores de tumores ndo tratados. Apés estes promissores resultados, iniciaram-se 0s
estudos clinicos: o ensaio de fase | de escalada de dose (ASCEND 1) determinou a dose
maxima tolerada de 750 mg uma vez por dia, a que se seguiu uma fase de expansdo para um
total de 246 doentes com CPNPC avancados com rearranjos ALK. Desta populagéo, 163 eram
pré-tratados com Crizotinib e 83 eram Crizotinib naives, chegando-se a uma ORR de 58.5%,
(54% nos pré-tratados e 66.3% nos naive), e uma PFS mediana total de 8.2 meses (6.9 nos
doentes que ja tinham recebido Crizotinib e 10.4 nos naives). A descontinuacao do tratamento
por efeitos adversos ocorreu em 10% dos doentes, e 0s mais comuns foram diarreia (86% dos
doentes), vomitos e nauseas, (ambos em 80%), dor abdominal (54%) e fadiga (52%); foram
também descritas alteracGes laboratoriais nestes doentes, incluindo diminuicdo da
hemoglobina (84%), aumento das transaminases (entre 75-80%) e creatinina (58%), sendo as
de grau 3 e 4 a elevacdo das transaminases (13-27%) e o0 aumento da glicémia (13%). Ocorreu
ainda uma morte relacionada com o tratamento por doenca pulmonar intersticial. Em suma,
estes resultados confirmaram os anteriormente observados nos estudos pré-clinicos,

mostrando que o Ceritinib parece ser ativo na maioria dos doentes com CPNPC e alteracfes

37



ALK e Cancro do Pulmao: o futuro é hoje?

Tese de Mestrado — Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

do ALK previamente tratados com Crizotinib (75); esta atividade aparenta ainda ser
independente dos mecanismos de resisténcia subjacentes, pois ocorre tanto nos tumores com
mutacdes de resisténcia detetadas como naqueles em estas que nao foram encontradas,
sugerindo que alguns tumores, apesar de resistentes ao Crizotinib, permanecem dependentes
da acdo dos rearranjos do ALK. A explicacdo sugerida para este facto € a possibilidade da
inibicdo inicial promovida pelo Crizotinib ser sub-terapéutica, permitindo que os inibidores
mais potentes de 22 geracdo, como o Ceritinib, ultrapassem esta resisténcia inicial. Apesar
destes promissores achados, o perfil de seguranca associado ao estudo com o Ceritinib foi
inferior ao registado com o Crizotinib, com uma maior percentagem de doentes a requerer
diminuicdo da dose do farmaco: verificou-se maior incidéncia de efeitos adversos de grau 3 e
4 (diarreia em 7% dos doentes e nauseas em 5% sendo que, com o Crizotinib, ndo ocorria
diarreia e nduseas s6 em 1% dos casos).

Recentemente, foi reportada a eficacia e seguranca do Ceritinib num subgrupo de
doentes do mesmo estudo com metéstases cerebrais independentemente de terem recebido
anteriormente Crizotinib. Dos 126 doentes nestas condi¢des, a ORR dos previamente tratados
com Crizotinib foi de 50% e dos naive 69.2%. (12,76)

Mesmo com esta nova aposta em inibidores de segunda geracdo, existem ja relatos de
emergéncia de resisténcias também ao Ceritinib. Até a data ndo se conhece muito sobre 0s
mecanismos implicitos, mas existem ja algumas referéncias a este facto, como por exemplo: a
descoberta de uma associacdo entre a sobreexpressdo de p-glicoproteina e o desenvolvimento
de resisténcia a este TKI (77) e a detecdo de mutagcbes adquiridas no dominio da cinase do
ALK, ndo coincidentes com as que mais comummente conferem resisténcia ao Crizotinib
(ndo L1196M, G1269A, relatadas num pequeno estudo envolvendo 11 doentes que

desenvolveram resisténcia ao Ceritinib, e cujas bidpsias mostraram, em 5 desses doentes, as
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mutacdes). Este achado sugere que 0os mecanismos de resisténcia surgem devido a pressoes
seletivas exercidas pelos diferentes TKIs sobre o tumor (78).

Dois estudos de fase Il estdo ainda em execucdo, sem resultados finais publicados, e
pretendem avaliar o efeito do Ceritinib em doentes com CPNPC ALK positivos, previamente
tratados com quimioterapia e com Crizotinib (NCT01685060-ASCEND 2) ou Crizotinib
naives (NCT01685138-ASCEND 3). Os primeiros resultados apontam para excelentes ORR
(38.6% no ASCEND 2 e 63.7% no ASCEND 3). Dois outros estudos, de fase Ill, continuam
em curso: o0 ensaio ASCEND 5 visa a comparacdo entre o efeito do Ceritinib e da
qguimioterapia em terceira linha, em pacientes com CPNPC ALK positivos tratados
previamente com quimioterapia e Crizotinib, e o outro, ASCEND 4, pretende avaliar a acéo
do Ceritinb como primeira linha em doentes com as mesmas caracteristicas (12,79). Em Abril
de 2014 o Ceritinib teve aprovacdo acelerada pela FDA para utilizacdo em doentes com
CPNPC ALK positivos que progridam a tomar Crizotinib ou sejam intolerantes ao mesmao.

O Alectinib é outro inibidor ALK de segunda geracdo, dez vezes mais potente que o
Crizotinib e altamente seletivo para 0 ALK Em estudos pré-clinicos, o Alectinib mostrou ser
ativo na presenca de algumas mutag6es de resisténcia ao Crizotinib como a L1196M e outras
secundarias como F1174L, R1275Q e a C1156Y, encaminhando os investigadores para a
possibilidade de ser aplicado no tratamento dos doentes que se tenham tornado resistentes a
acdo do Crizotinib por meio destes mecanismos. O primeiro ensaio clinico a incluir este
farmaco, foi um estudo multicéntrico de fase I/l que se baseou numa amostra de doentes
japoneses com CPNPC ALK positivos identificados primeiro por IHQ e posteriormente por
FISH. Um dos critérios de selegdo para integrar o estudo era a auséncia de tratamento prévio
com qualquer inibidor de ALK. Na fase Il do estudo, que contou com a participacdo de 46
doentes, foi administrada uma dose de 300mg duas vezes por dia, e obteve-se uma

extraordinaria ORR de 93.5%, correspondendo a 43 dos 46 doentes. As reacOes adversas de
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grau Il ocorreram em 26% dos casos (12 doentes) e as mais graves em 11% (5 doentes),
destacando-se destes ultimos casos, a diminuicdo de neutrofilos e 0 aumento dos niveis
séricos de creatina fosfocinase. Ndo foram observadas reacfes de grau 4. (12)

Um outro estudo, decorreu nos Estados Unidos e envolveu 47 doentes, mas estes
refratarios ao Crizotinib: na fase | chegou-se a dose recomendada de 600 mg duas vezes por
dia e na fase I, aplicou-se esta mesma dose e chegou-se a uma ORR de 54.5%. Os efeitos
adversos mais comuns (verificados em pelo menos 15% dos doentes) foram a fadiga (30%),
mialgias, edema periférico e elevacdo da creatinafosfocinase Neste estudo, o Alectinib
demonstrou ainda atividade antitumoral rdpida e consistente contra metastases do SNC,
explicada pela elevada penetracdo do Alectinib no SNC comparativamente a apresentada pelo
Crizotinib. Mais recentemente, esta notoria acdo no SNC, foi de novo reforcada pelos
resultados preliminares de um estudo com 28 doentes pré-tratados com Crizotinib, dos quais
19 apresentavam metastases cerebrais a partida, e que mostrou uma RR de 58.3%, uma taxa
de controlo da doenca (DCR) de 83.3% e a ndo progressdo das metastases cerebrais em 13
dos doentes, 4 dos quais sem irradiacdo anterior; o perfil de seguranca apresentado foi
semelhante ao descrito nos estudos anteriores e ndo se verificou nenhuma descontinuacdo do
tratamento por efeitos adversos (12,79,80). Esta atualmente em curso um ensaio de fase IlI
(ALEX) que pretende comparar o Crizotinib com o Alectinib em primeira linha.

Outros inibidores ALK de 22 geracdo continuam a ser desenvolvidos: AP26113 (3-10
vezes mais potente que o Crizotinib em ensaios in vitro, demonstrou atividade contra a
mutacdo gatekeeper L1196M e em doentes com metastases do SNC; o X-396, cerca de dez
vezes mais potente que o Crizotinib, desencadeou respostas em doentes resistentes e também
em doentes sem toma prévia de Crizotinib.

Outras medidas foram tentadas perante o mesmo problema de resisténcia noutros

tumores, nomeadamente no combate das resisténcias em CPNPC EGFR positivos sob
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Erlotinib, como a utilizacdo de dosagens alternativas dos TKi’s, com otimizacdo das mesmas
(81), e a combinacao dos TKis com quimioterapia (ainda em estudo) (62).

A par do aparecimento destes novos farmacos de segunda geracdo, a pratica clinica
depara-se com uma nova questdo: quando parar a administracdo dos farmacos.

Uma das correntes afirma que se deve continuar o Crizotinib mesmo ap0s a progressao
da doenca e até ao inicio de uma nova estratégia, uma vez que a sua interrup¢cdo podera
desencadear um fenémeno de “disease flare”: com desenvolvimento das linhagens tumorais
que continuaram sensiveis ao inibidor apesar da existéncia de outras que se terdo tornado
resistentes (72,82).

Uma outra hipotese, que se tem mostrado viavel em doentes selecionados, isto &,

aplicavel em casos de oligoprogressao (como metastizacdo para 0 SNC), é a terapéutica

ablativa local associada a manutencédo do Crizotinib (figura 11) (83).
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Fig.11- Algoritmo de tratamento de doentes com cpnpc ALK positivos proposto pela NCCN (National
Comprrehensive Cancer Network), incluindo primeiras linhas terapéuticas e algumas opgdes apds a progressao
tumoral, iniciando ALK de 22 geracdo, continuando Crizotinib ou recorrendo a terapias ablativas locais.
Adantado de (11).
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/- Discussao e Conclusao

Para os doentes com adenocarcinoma do pulméo, o tratamento personalizado tornou-
se uma realidade: é agora possivel, mais do que no passado, tratar o doente e 0 seu tumor em
particular, proporcionando melhor qualidade de vida e mais longa sobrevida. O sucesso
comecou a alcancar-se com a descoberta de elementos genéticos com papel chave na
carcinogénese dos tumores do pulmédo, de que é exemplo o rearranjo de ALK. Apoés este
primeiro passo foram desenvolvidos farmacos dirigidos a estas mutages chave,
nomeadamente as transloca¢des do ALK. Primeiro surgiu o Crizotinib, aprovado de forma
acelerada pela FDA pelos beneficios evidentes que apresentou logo em ensaios de fase | e Il
em doentes ALK positivos.

Perante estas evidéncias, identificou-se um novo subgrupo de tumores do pulmao,
combinando caracteristicas histolégicas, genéticas e moleculares.

Para a selecdo dos doentes candidatos a nova terapéutica, varios testes diagnosticos e
algoritmos tém sido propostos, ponderando-se as vantagens e desvantagens de cada um bem
como os limites de custo-beneficio do seu emprego.

Porém este entusiasmo sofreu um revés, quando se comecou a verificar a progressao
da doenca em pacientes sob tratamento com o inibidor de tirosina cinase, em média um ano
apos o inicio do tratamento. Esta progressdo tem subjacentes mecanismos de resisténcia ao
Crizotinib bastante complexos, que se tornaram o foco das investigacdes na rea. Recomecou
entdo o ciclo: primeiro surge a necessidade de descobrir 0s mecanismos responsaveis pelo
novo comportamento tumoral, que por sua vez, potencia a descoberta de estratégias
terapéuticas dirigidas, a par da davida da combinagéo terapéutica mais adequada. No entanto,
todo este processo é dificultado pelo carater dinamico do tumor e a concomitancia de vias

favorecedoras da sobrevivéncia tumoral. Muitas perguntas parecem persistir (como devemos
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combinar os tratamentos de que dispomos? Quais os melhores timings para cada um? O
futuro serd o mapeamento tumoral? Como estudar os tumores de forma menos invasiva?),
mas 0s esforgcos para encontrar as respostas permanecem. Estes esforcos sdo alimentados pelo
entusiasmo dos resultados surpreendentes a que temos vindo a assistir e pela vontade de dar
um melhor prognostico aos doentes com neoplasias do pulméo, a cada ano.

Todas estas descobertas, permitiram modificar a perspetiva terapéutica do cancro do
pulm&o. Inicialmente, aos doentes com CPNPC, ofereciamos medidas paliativas, depois
esquemas de quimioterapia com aumento de sobrevida para alguns meses, e agora farmacos
orais, menos toxicos, especificos para cada tumor, permitindo um prognéstico
consideravelmente melhor. Esta evolucdo para a aplicacdo real da medicina personalizada,
marca o inicio de uma nova era, a qual, na passada década, julgdvamos ser apenas um sonho.

ALK e o cancro do pulmao: o futuro é hoje?
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