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Ierapia antineoplastica agnostica
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l. Inestabilidad de microsatélites (MSI) y déficit
de reparacion de emparejamiento erréneo (MMR)

En el concepto de medicina de precision, La oportuni-
dad de tratamiento, es el atacar algin elemento vulnerable de
las células tumorales como con defectos en los mecanismo de
reparacion del ADN, este defecto de reparacion origina
epitopes genéticamente anormales producidos por la células
neoplasica lo cual las hace susceptibles de ser tratadas por los
inhibidores del punto de control inmune'”.

Biologia Molecular

Los microsatélites (MS) son segmentos formados por
1 a 6 nucledtidos que se repiten entre 10 a 65 veces, como
pequefios satélites de ADN, localizados principalmente a nivel
del final de los cromosomas; pueden ubicarse cerca de las
regiones codificantes de los genes, en los intrones o regiones no
codificantes. Otros nombres que reciben estos segmentos son
Short Tandem Repeats (STRs) o Simple Sequence Repeat
(SSRs)*?.

El ADN se encuentra expuesto a sufrir dafio tanto
externo como interno, lo cual puede originar mutaciones, que
finalmente alteran el comportamiento celular y si estos errores
quedan fijos en el ADN se incorporan al genoma®. Para
proteger la integridad del ADN, la célula ha desarrollado
mecanismos de reparacion complejos, uno de estos, es el
Mismatch Repair (MMR) o Reparacién de emparejamiento
erréneos, sistema encargado de la reparacion de los errores de
sustitucion de bases, inserciones o deleciones, este mecanismo

de reparacion es post-replicativo".

Cuando el sistema MMR no funciona adecuadamente,
por tener genes mutados o silenciados epigenéticamente, se
conoce como MMR-deficiente, las células adoptan un
fenotipo mutador y la predisposicion a desarrollo de cancer se
incrementa; la posibilidad de mutaciones es de 100 a 1,000
veces mayor en las células MMR-deficiente que en las células
normales. La deficiencia de este sistema de reparacion se
observa claramente en los MS, que se acumulan errores de
replicacion y el numero de residuos de ADN en un MS
disminuye o aumenta esto se conoce como Inestabilidad de
Microsatélites (MSI)®.

Las proteinas involucradas en el sistema MMR son:
MLH1 (mutL homolog 1), MSH2 (MutS protein homologue
2), MSH6 (MutS homologue 6) y PMS2 (postmeiotic
segregation increased 2), ellas interactian como
heterodimeros, MSH2 se acopla con MSH6 o MSH3 formado
MutSa y MutSp y MLH1 que se acopla con PMS2 o MLH3
formando los complejos MutLa, MutLf y MutLy. El
complejo formado MutS y MutL son responsables del
reconocimiento de los errores de emparejamiento, inserciones
y deleciones para reclutar al complejo MLH1/PMS2 que
degrada el segmento mutado y reinicia la sintesis de ADN
normal®.

Diagndstico

Los tumores MSI+ pueden ser esporadicos o como
consecuencia de mutaciones germinales en el sistema MMR
(sindrome de Lynch). Para poder identificar aquellos pacientes
con potencial sindrome de Lynch. Se desarrolld los criterios de
Amsterdam en el afio 1991 posteriormente revisados en
1998 Los criterios de Bethesda que considera edad,
caracteristicas patologicas, historia familiar y 1presencia de
tumores extra colénicos fue desarrollado en 1997 y revisados
en 2003"? para poder mejorar los criterios de Amsterdam y asi
incluir a todos los pacientes con posible sindrome de Lynch.

Existen principalmente dos métodos aprobados para la
evaluacion de MSI, la inmunohistoquimica y la reaccion en
cadenade lapolimerasa.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se usa como método de
tamizaje para determinar la presencia de MSI, basada en la
expresion de las proteinas del sistema MMR, se determina la
expresion de 4 proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2; la
falta de expresion de una o mas proteinas, lleva al diagnostico
de MMR-deficiente, existe una correlacion de 100% de
especificidad para los tumores MSI-high®. Sin embargo, es un
meétodo con limitaciones, no detecta los casos con mutaciones
que no alteran la expresion de las proteinas; los casos con
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MLH-1(-) y PMS-2(-) pero MSH-2(+) y MSH-6 (+) son MLH-
1 deficientes. Si ocurren mutaciones en PMS2 o MSH6 solo la
proteina afectada se pierde, pero MSH2 se pierde cuando sus
compafieros de unién MSH6 y MSH3 se pierde"™”.

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) compara
los locus de MS detectado en el tumor contra el ADN normal, es
la prueba de oro para determinar MSI. En 1997, el Instituto
Nacional de Cancer de USA, uniformiza la manera de evaluar
MSI, por PCR, un panel de 5 marcadores conocido como panel
de Bethesda, que incluye, dos mononucleétidos BAT25 (Big
Adenine Tract 25) y BAT26 (Big Adenine Tract 26); tres
dinucleotidos DSS346,D2S123, DI7S2S0".

Se reporta como, tumores con MSI-high si tienen dos o
mas locus genes que muestran inestabilidad. MSI-low si solo 1
de los 5 genes muestra inestabilidad y estable (MSI-s) sin genes
afectados""”. Estos criterios fueron revisados en el aiio 2004 y se
adicionaron las siguientes recomendaciones:

1).- Si solo las repeticiones de dinucledtidos estan
mutadas, pruebe un panel secundario de marcadores de
microsatélites con repeticiones de mononucleétidos (p. Ej.,
BAT40y/0oMYCL) para excluir MSI-L.

2).- Las repeticiones de dinucleétidos son menos
sensibles que las repeticiones de mononucleétidos para MSI-H;
sin embargo, proporcionan un control interno para prevenir la
mezcla de muestras.

3).- Un panel pentaplex de cinco repeticiones de
mononucledtidos cuasi monomorficos puede ser mas sensible a
los tumores MSI-H que otros marcadores de microsatélites y
puede evitar la necesidad de tejido normal para la comparacion;
Este enfoque requiere tres o mas alelos mutantes para indicar
MSI-H®"™.

El panel de Bethesda tiene limitaciones, habiéndose
propuesto un panel de reemplazo de 5 mononucledtidos: NR-
21, NR-22, NR-24, BAT-25, BAT-26", otro panel similar
reemplaza NR-22 por NR-27"%. Otro método para determinar,
es el panel Promega que incluye 5 mononucleotidos BAT-25,
BAT-26, NR-21, NR-24 y MONO-27 y 2 pentanucleotidos
Penta-C y Penta-D"""®.

Secuenciamiento de siguiente generacion (NGS)

NGS emerge como una alternativa para evaluar MSI,
considerando que los microsatélites afectados en cancer de
colon no pueden ser los mismos en otros tumores. Las pruebas
disponibles tenemos, MSIPlus""®, ColoSeq®”, mSINGS®",
MSISensor® el método MOSAIC desarrollado con la
informacién del proyecto TCGA (The Cancer Genome
Atlas)®. La prueba MANTIS desarrollada con analisis de 2
base de datos la TCGA y TARGET45, se demostrd una
sensibilidad de 97% y 99% de especificidad®”. EI MSK-
IMPACT (The Memorial Sloan Kettering-Integrated Mutation
Profiling of Actionable Cancer Targets) el estudio mas grande

realizado, determina un punto de corte de 10 para definir tumo-
res MSH-high®”.,

Tumores con MSI-H

La investigacion de MSI-H debe estar dirigida en todos
los casos de cancer de colon, recto y endometrio, para los casos
de enfermedad metastasica de cancer de la union gastroeso-
fagicay cancer gastrico, como parte de una panel de evaluacion
de defecto de reparacion del ADN en cancer de ovario, primario
peritoneal y de trompa uterina®.

La frecuencia de MSI-H, es variable, tumores con una
frecuencia de mas de 10%: cancer de colon, endometrio y
gastrico, tumores con frecuencia entre 2 a 10% incluyen ovario,
cuello uterino, tiroides; tumores con frecuencia menor de 2%

incluye prostata, pulmén y glioblastoma®.

Tratamiento de las enfermedades MSI-H/dMMR

En mayo del 2017 la FDA aprueba pembrolizumab para
el tratamiento de pacientes adultos o pediétricos, con tumores
con MSI-high o dMMR que han progresado a una linea de
tratamiento independiente de la localizacion especifica del
cuerpo®. El estudio MK-3475-016-(KEYNOTE-016)
(ClinicalTrials.gov number, NCT01876511) un estudio fase II,
46 pacientes con tumores metastasicos en progresion con o sin
MMR, recibieron Pembrolizumab 10 mg/kg de peso cada 2
semanas en tres cohortes, Cohorte A: cancer de colon con
deficiencia de MMR; Cohorte-B: cancer de colon con MMR
proficiente y Cohorte C: otros tumores con déficit de MMR. El
objetivo incluye dos puntos coprimarios: tasa de respuesta
objetivas inmune relacionada y supervivencia libre de
progresion a las 20 semanas, los resultados fueron de 40% y 70
% en los pacientes de la cohorte A, en la cohorte C la respuesta
objetiva fue de 70% y la PFS a las 20 semanas de 67%. en la
cohorte B respuesta objetiva fue 0% y PFS a las 20 semanas de
11%. Este estudio demostr¢ lautilidad de MMR como predictor
de respuesta a la actividad de Pembrolizumab®”. La data para
su aprobacion incluyo pacientes de 5 estudios, KEYNOTE-016
(NCT01876511,n=58), KEYNOTE-164 (NCT02460198,n=
61), KEYNOTE-158 (NCT02628067, n = 19), los datos de los
pacientes del estudio KEYNOTE-12 (NCT 01848834, n=6) y
KEYNOTE-28 (NCT02054806, n = 5) fueron incluidos retros-
pectivamente. Un total de 149 pacientes con dMMR fueron
incluidos, 90 con céncer colorrectal y 59 con cancer no
colorrectal (endometrio, via biliar, gastrico, union gastroesofa-
gica, intestino, mama, prdstata, vejiga, esdfago, sarcoma,
tiroides, renal, pulmon, el analisis de eficacia mostro tasas de
respuesta de 39.6% (95% CI, 31.7-47.9), respuestas completas
7% (n = 11), respuesta parcial 32% (n = 48). La resg)uesta fue
mayor los casos de no colorrectal 46% contra 36% “"".

La eficacia de Nivolumab en pacientes con cancer
colorrectal con dAMMR/MSI-H fue evaluada en el estudio
multicéntrico fase II CheckMate-142, dos cohortes de
pacientes, Nivolumab 3 mg/kg cada 14 dias o Nivolumab mas
Ipilimumab 1 mg/kg cada 21 dias por 4 dosis seguido de
Nivolumab hasta la progresion. Tasa de respuesta para

93



DIAGNOSTICO Vol. 59(2) Abril - Junio 2020 e Terapia antineopléstica agnéstica ® Gémez-Moreno H, y cols.

Nivolumab 31% (95% CI, 20.8-42.9), tasa de control de
enfermedad a mas de 12 semanas de 69%, a los 12 meses, PFS
de 50% y supervivencia global 73%®". La eficacia del
tratamiento combinado, 119 pacientes con dMMR/MSI-H,
Respuesta global evaluada por el investigador de 55% (95% CI,
45.2%-63.8%), 4% de respuesta completas y 89% de responde-
dores de mas de 6 meses, a los 12 meses PFS de 71% y OS de
85%"°”. Nivolumab y la combinacién Nivolumab mas
ipilimumab tienen aprobacién de FDA para el tratamiento de
pacientes adultos o pediatricos mayores de 12 afios con cancer
de colon metastasico con dAIMMR/MSI-H que ha progresado a
un tratamiento con fluoropirimidinas, oxaliplatino e irinotecan.

En un estudio fase II de Avelumab en pacientes con
cancer de endometrio recurrentes metastasicos, cohorte 1
dMMR/POLE pacientes con pérdida de expresion de los genes
determinada por inmunohistoquimica y mutaciéon del gen
POLE , cohorte 2 con MMR proficiente con expresion normal
de las proteinas en inmunohistoquimica. 33 pacientes fueron

incluidos, la cohorte 2 fue cerrada, OR 26.7%;(IC 95%]I, 7.8% a
55.1%) PFS a los 6 meses 40.0%;(IC 95%, 16.3% a 66.7%),
mostrado actividad prometedora en cancer de endometrio con
dMMR®".

Los pacientes con MSI-H/dMMR poseen un fenotipo
mutador con la expresion de mucha carga mutacional mayor de
10 mutacion por Mb, son altamente inmunogénicos y muestran
una buena respuesta a la inmunoterapia, sin embargo existe una
proporcion de casos que muestran resistencia primaria y otros
la desarrollan secundariamente, los mecanismos de resistencia
estan en relacion al procesamiento y presentacion del antigeno,
mutaciones en la ruta del interferon gamma por mutaciones
inactivadoras en JAK1/2, alteracion de la ruta Wnt/beta-
catenina, otros mecanismos que contribuyen a la supresion de
la respuesta inmune incluyen inflamacion, celulas Treg,
macrofagos asociados al tumor TAMs y composicion de la
microbiota®.
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Il.Gen de fusion NTRK

Introduccion

El gen de fusion NTRK (reurotrophic tyrosine kinase
gene fusion) es una mutacion que se origina cuando una parte
del cromosoma que contiene el gen NTRK se rompe y se une
con otro gen en otro cromosoma. Este gen de fusion NTRK
conlleva a la formacion de proteinas anormales llamadas
113 r L4 kL) s

proteinas de fusion TRK”, las cuales producen crecimiento y
. s 7 1
proliferacién de células tumorales"’.

En general, los genes de fusion NTRK puede
presentarse en muy baja frecuencia (< 1%) de todos los tumores
solidos, incluyendo los canceres de pulmoén, sistema nervioso
central, cabeza y cuello, tiroides, colon y tejidos blandos®?.

Biologia

El gen de fusion NTRK involucra a los protooncogenes
NTRK1, NTRK2 y NTRK3 (ubicados en los cromosomas
1923.1, 9921.33 y 15g25.3, respectivamente), referidos de
manera colectiva como TRKs (tropomyosin receptor kinases)
los cuales constituyen una familia de receptores tirosinkinasa
que codifican los receptores de neurotrofina TRKA, TRKB y
TRKC, respectivamente; y son conductores (drivers) oncogé-
nicos de varios tipos de cancer en la poblacion pediatrica y
adulta®.

TRKA, TRKB y TRKC son proteinas que pertenecen a
una misma familia, y son capaces de unirse con alta afinidad a
los siguientes ligandos: NFG (nerve growth factor) para
TRKA, BDNF (brain-derived neurotrophic factor) o NT-4
(neurotrophin-4) o NT-5 para TRKB, y NT-3 (neurotrophin-3)

para TRKC, descritos principalmente en células neuronales®”.

Aunque NT-3 puede unirse y activar las 3 proteinas TRK, tiene
una mayor afinidad por TRKC que por TRKA y TRKBY
(Figura1).

La via de sefializacion TRK tiene un rol fundamental en
el crecimiento y diferenciacion neuronal. Se ha demostrado que
los genes de fusion NTRK se transcriben predominantemente
en el sistema nervioso central en los tejidos adultos, asi como
durante el desarrollo embrionario®. Luego de la embriogéne-
sis, la expresion de TRK estd limitada principalmente al
sistema nervioso central, donde estas kinasas ayudan a la
regulacion del dolor, la propiocepcion, el apetito y la memoria;
asi comoen la Proteccién de las neuronas ante isquemia u otros
tipos de injuria®.

Las vias de sefializacion MAPK (mitogen-activated
protein kinase), PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) y PLC-¥
(phospholipase C-¥) son descritas como las principales vias
efectoras (posteriores a la activacion de TRK) de supervivencia
y diferenciacion neuronal. Por ejemplo, en modelos de cancer
de mama, la sobreexpresion de TRKA promueve la prolifera-
cién, migracion e invasion celular a través de la via MAPK®

(Figura2).

Activacion de TRK en el cancer

Las alteraciones NTRK inducen tumorogénesis en
células neurogénicas y no neurogénicas. La activacion de la via
de sefializacion TRK puede ocurrir de diferentes formas:
mutaciones NTRK, variantes de union (splice), sobreexpresion
de TRK y fusiones NTRK.
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Figura 1. Oncégenes NTRK con sus respectivos ligandos: NGF y NT-3 para NTRK1 (o TRKA); BDNF, NT-4/5
para NTRK2 (o TRKB), y NT-3 para NTRK3 (o TRKC), que promueven la activacién de las vias de
sefializacion MAPK, PI3K, PLC-¥, produciendo proliferacion celular, invasion, angiogénesis y diferenciacion
de las células neuronales.

Fuente: Okamura R, Boichard A, Kato S, et al. Analysis of NTRK Alterations in Pan-Cancer Adult and Pediatric Malignancies:
Implications for NTRK-Targeted Therapeutics. JCO Precis Oncol. 2018.

*Mutaciones NTRK: las proteinas TRK pueden ser
activadas por diferentes mecanismos. Las mutaciones somati-
cas, que promueven el crecimiento tumoral y la progresion de
enfermedad ocurren en varios tipos de tumores s6lidos.

- La mutacién NTRK2 (que afecta a TRKB) ha sido
reportada en 2 sitios de dominio kinasa -T6951 y D751N- en
pacientes con cancer colorrectal, L138F en adenocarcinoma
pulmonary P507L en melanoma”’.

- Las mutaciones en TRKA (M3791 y R577G)
afectan el sitio de dominio kinasa en TRK A y ha sido identifica-

8
do enmelanomas®.

*Variantes de union (splice): se han identificado
varian- tes de activacion del gen NTRK 1, como la mutacion de
union TRKAIIT (variante de NTRK1) y una mutacion por

deleccion en TRKA (ATRKA) que se encuentran en el
neuroblastoma humano y leucemia mieloide aguda,
respectivamente, y han demostrado ser oncogénicos

-Sobreexpresion de TRK: la sobreexpresion de TRK
ha sido reportada en varios tipos de tumores como: cancer de
mama, piel (carcinoma de células basales), pulmon,
neuroblastoma, entre otros. En pacientes con neuroblastoma, la
sobreexpresion de TRKA y TRKC es predictiva de resultados
favorables, mientras que la sobreexpresion TRKB ocurre
principalmente en tumores de alto grado (como neuroblastoma
pediatrico), y se une a los ligandos BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) asi como NT-3 (neurotrofina 3), y NT 4/5.
Los neuroblastomas que portan la amplificacion N-myc
expresan BDNF y TRKB. Esto tiene implicancia terapéutica,
ya que los inhibidores TRK contra el neuroblastoma que
expresa TRKB han demostrado cierta actividad antitumoral "

TRK #M—» .—» ' el:d—

Fusi()_n
Protein

Tumor Cell
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and Tumor-Induced
T Angiogenesis

Figura 2. Formacion de gen de fusién NTRK. Las fusiones del gen NTRK conducen a las proteinas de fusion TRK.
Fuente: NTRK Gene Fusions: A Driver of Oncogenesis. Genetech Biooncology.
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*Fusiones NTRK: las fusiones que involucran a
NTRKI1, NTRK2 o NTRK3 son los mecanismos mas comunes
de activacion de TRK. Los reordenamientos cromosdmicos
forman genes hibridos en los cuales la region 3' de un gen
NTRK (NTRK1,NTRK2 0 NTRK3) se unen con una secuencia
5'deun gen diferente (Figura 3). El producto de la fusioén es una
proteina quimérica que se une a los receptores de neurotrofina,
y resulta en una activacion independiente del ligando. Por
ejemplo: el gen de fusion ETV6-NTRK3 (EN) (translocacion
de cromosomas 12 y 15), con una frecuencia de > 95 % en
carcinoma secretor anadlogo mamario de la glandula salival
(MASC), fibrosarcoma y en una linea celular de la leucemia
promielocitica aguda, ha demostrado sensibilidad a inhibidores
de TRK(12). Las fusiones NTRK fueron identificadas inicial-
mente en el cancer colorrectal y carcinoma papilar de tiroides,
pero actualmente han sido documentadas en multiples tumores
enlapoblacion adulta y pediatrica® " (Tabla 1).

Las fusiones NTRK son mds comunes en los genes
NTRKI1 y NTRK3, y menos frecuentes en el gen NTRK?2.

Los cénceres con genes de fusion NTRK pueden
agruparse en 2 categorias de acuerdo con la frecuencia de la
fusion detectada:

- Céanceres raros con fusion NTRK “enriquecido”
(prevalencia>90 % de los casos): por ejemplo, la fusion ETV6-
NTRK3 es patognomonica en el carcinoma secretor analogo
mamario de la glandula salival (MASC), carcinoma secretor
mamario, nefroma mesoblastico congénito, y fibrosarcoma
infantil """,

- Canceres con fusion NTRK en menor frecuencia (5 -
25%0<5%):

©5-25%: en tumores comunes (incluyendo mama,
pulmén, colorrectal, melanoma), carcinoma papilar de tiroides,
GIST, y algunos gliomas de alto pediatricos fuera del tronco
encefalico (en este iltimo hastaun 40%)"*"®

° < 5% (principalmente < 1% de todos los tumores
solidos): en adenocarcinomas pulmonares y pancreaticos,

carcinoma escamoso de cabeza y cuello, vias biliares, mama,
colorrectal, carcinoma de células renales, melanomas, tumores
cerebrales pediatricos y adultos (astrocitoma y glioblastoma,
respectivamente), y sarcomas de partes blandas™'®. De igual
forma, se ha demostrado que algunas neoplasias hematologicas
(como leucemia linfoblastica aguda y leucemia mieloide
aguda) portan la fusion NTRK en baja frecuencia”**".

Entre todas las alteraciones NTRK, las fusiones NTRK
son actualmente las mas estudiadas y caracterizadas, siendo
sensibles a tratamiento (inhibidores TRK). Las mutaciones o
amplificaciones han sido asociadas con falta de respuesta a
algunos inhibidores TRK"”.

Métodos de determinacion y eficacia

Las fusiones NTRK se pueden detectar utilizando una
variedad de métodos, incluyendo NGS (next-generation
sequence) basado en DNA o RNA, RT-PCR (reverse-
transcriptase PCR), FISH (fluorescence in situ hybridization) e
IHC (inmunohistoquimica)®?.

*NGS: actualmente se utiliza predominantemente
NGS basado en DNA, el cual ha demostrado ser efectivo>*.
Se debe tener en consideracion que existen plataformas NGS
seleccionadas que detectan fusiones NTRK (no todas las
plataformas identifican las fusiones, especialmente NTRK2 y
NTRK3). Ademas, se puede utilizar el secuenciamiento de
RNA como un método complementario a los ensayos de NGS

basados en DNA®,

‘FISH y RT-PCR: para la deteccion de otros
rearreglos como ALK y ROSI, histdricamente se ha realizado
FISH o RT-PCR siendo estos métodos utilizados también con
éxito en la clinica para identificar fusiones NTRK. FISH y RT-
PCR son alternativas razonables a NGS, especialmente para
tumores con una alta prevalencia de fusiones NTRK o
“enriquecidos” (MASC, fibrosarcoma infantil, nefroma
mesoblastico). FISH y RT-PCR para la deteccion del gen de
fusion ETV6-NTRK3 estan disponibles comercialmente, son
relativamente mas rapidos y menos costosos comparado con
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Figura 3. Formacion de gen de fusion NTRK. Las fusiones del gen NTRK conducen a las proteinas de fusion TRK.
Fuente: NTRK Gene Fusions: A Driver of Oncogenesis. Genetech Biooncology.
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Tabla 1

Genes de fusion NTRK expresados en al menos
25 tipos de cancer

+Astrocitoma

-Glioma de bajo grado
-Gliomas pediatricos
-Cancer colorrectal
+Cancer de mama
-Cancer de pancreas

*GIST

de la glandula salival)

-Neoplasias Spitzoides

+Sarcomas

«Adenocarcinoma apendicular

-Cancer de tiroides/papilar de tiroides
-Cancer de pulmon (adenocarcinoma)
-Carcinoma escamoso de cabeza y cuello
+Carcinoma mamario secretor
-Colangiocarcinoma intrahepatico
-Fibrosarcoma congénito

+Gliobastoma multiforme

-Leucemia linfoblastica aguda

«Leucemia mieloide aguda

-MASC (carcinoma secretor analogo mamario

-Melanoma maligno cutaneo

-Nefroma mesoblastico congénito

-Tumor neuroendocrino de células grandes

NGS; no obstante, estos métodos estan limitados a la deteccion
de una sola alteracion, mientras NGS puede detectar multiples
alteraciones adicionalmente a las fusiones NTRK (siendo esto
una ventaja para tumores como el cancer de pulmén)"'?.

*THC: puede ser util en la deteccion de sobreexpresion
TRK (siendo esto un surrogado de la potencial presencia de una
fusiéon NTRK). Un estudio revelo la positividad de expresion de
TRK en 20/21 casos utilizando un anticuerpo pan-TRK®”. Otro
ensayo de 79 tumores mesenquimales de pacientes pediatricos,
demostro la identificacion de fusiones NTRK con tincién
positiva utilizando un anticuerpo pan-TRK, con una sensibili-
dad de 97% y una especificidad de 98%“®. Un consenso de
recomendaciones de ESMO (European Society of Medical
Oncology) consideran el uso de IHC como una herramienta
para deteccion de fusiones NTRK cuando no estéa disponible el
NGS, con el posterior uso de NGS basado en DNA o RNA para
confirmacion, en lo posible®”.

ESMO y TR - PM WG (Translational Research and
Precision Medicine Working Group) realizaron un proyecto de
revision sobre recomendaciones para la deteccion de fusiones
NTRK en la practica diaria, donde se concluye lo siguiente®”:

*En pacientes donde las fusiones NTRK son muy
prevalentes, se puede utilizar FISH o RT-PCR (ambas costo-
efectivas) o NGS basado en DNA como técnicas confirmato-
rias.
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+En pacientes donde las fusiones NTRK son raras, debe
realizarse NGS de primera linea (preferentemente
secuenciamiento de RNA) o la deteccion por IHC seguido de
secuenciacion (NGS) en los casos positivos.

Algunas guias como NCCN (National Comprehensive
Cancer Network) en cancer de pulmén no células pequeiias
(NSCLC) y melanoma maligno, recomiendan el test molecular
de fusion NTRK en pacientes con enfermedad metastasica®?.

NTRK como "blanco terapéutico”

Historicamente, el desarrollo de tratamientos con tera-
pias dirigidas para pacientes con canceres oncogénicos con un
driver positivo se ha basado en la histologia. Esto llevé a la
aprobacion de inhibidores o anticuerpos monoclonales para el
tratamiento de pacientes con un tipo especifico de cancer o, mas
comunmente, un subtipo que porta una alteracion molecular
[ejm: anticuerpos monoclonales anti-HER2 o inhibidores
tirosinkinasa (TKIs) HER2 para pacientes con cancer de mama
ERBB2 (HER2) amplificado; TKIs para mutacién EGFR,
rearreglos de ALK y rearreglos de ROS1 en cancer de pulmoén
células no pequefias (NSCLC); inhibidores de BRAF/MEK en
Melanoma BRAF mutado]®”.

Con el avance de la medicina de precision, se ha
permitido el estudio de drivers oncogénicos presentes en
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multiples tipos de cancer y son potenciales blancos terapéuticos
(por ejm: genes de fusion RET, FGFR1, FGFR2, FGFR3 y
mutaciones MET, ERBB2, PIK3CA y AKT). Por ello, se
realizaron estudios “basket” donde los pacientes con tumores
que portan una alteracion genomica especifica son tratados con
un farmaco particular, independiente de su histologia™”. La
finalidad fue evaluar la actividad antitumoral de un agente
terapéutico entre varios tipos de cancer que portan la misma
alteracion genética. Se observd las diferentes tasas de respuesta
objetiva (ORR) entre los diferentes tumores que portan una
misma mutacion [por ejm: ORR de 48% vs. 0% en Melanoma
maligno y cancer colorrectal, respectivamente, utilizando
Vemurafenib (inhibidor BRAF) en pacientes con mutacion
BRAF V600E]*"*?. Sin embargo, la ORR notable (> 75 %) en
diferentes canceres que portan los genes de fusion NTRKI,
NTRK2 o NTRK3 (que codifican TRKA, TRKB y TRKC,
respectivamente) con inhibidores de TRK proporciona un gran
ejemplo de la actividad de la terapia dirigida en un grupo de
diferentes canceres que portan una mutacidon especifica,
independiente de la histologia, la edad o el tipo de NTRK,
cambiando el paradigma de tratamiento de la terapia dirigida y
catalogandose a los inhibidores de TRK como “tratamiento
agnostico del tumor” como una nueva estrategia en el manejo
del cancer™*”

Inhibidores de TRK

Algunos inhibidores de tirosinkinasa (TKIs) han
demostrado actividad contra TRKA, TRKB y/o TRKC. En
general, pueden ser agrupados como inhibidores multikinasa
(conuna variedad de grados de actividad) o inhibidores de TRK
mas selectivos. Un numero de TKIs que afectan a las fusiones
ABL, ALK y ROS1 han sido aprobados porque han demostrado
superioridad frente a quimioterapia en pacientes que portan
dichas fusiones. El grupo de inhibidores multikinasa incluye:
Crizotinib (aprobado para cancer de pulmdén no células
pequefias con rearreglos ALK positivo), Cabozantinib
(aprobado para cancer renal de células claras metastasico),
Entrectinib, Lestaurtinib, Altiratinib, Foretinib, Ponatinib
(aprobado para leucemia mieloide cronica), Nintedanib
(aprobado para fibrosis pulmonar idiopatica), Merestinib. En el
grupo de inhibidores de TRK mas selectivos, a la fecha
Larotrectinib es el unico agente utilizado en pacientes con
cancer™. De todos los agentes mencionados previamente,
Larotrectinib y Entrectinib han sido utilizados en los ensayos
clinicos para el tratamiento de pacientes con cancer que portan
fusion NTRK, y han sido designados por FDA como
inhibidores de TRK para el tratamiento de canceres que portan
fusiones NTRK®".

El tratamiento de pacientes con canceres con fusion
NTRK positivos es con monoterapia a base de un inhibidor de
TRK de primera generacion, como Larotrectinib o Entrectinib,
asociados con altas tasas de respuesta (> 75%). Son farmacos
eficaces para inhibir el crecimiento celular transducidas con
diferentes fusiones NTRK y lineas celulares que albergan
reordenamientos de NTRK. Asimismo, inhiben las vias
MAPK, PI3K-AKT, PKC y STAT 3°". Ya que las fusiones
NTRK son raras, el nimero de pacientes que se benefician de
estas drogas es pe%ueﬁo, pero la actividad tumoral usando estos
agentes es notable"™.

Larotrectinib y Entrectinib son medicamentos bien
tolerados, con un perfil de seguridad favorable en comparacion
con otros TKI. La mayoria de eventos adversos son grado 1/2.
Ocasionalmente, se pueden presentar algunos eventos adversos
“fuera del objetivo” (off-target) tumoral, de mayor severidad (>
grado 3) [estos efectos son atribuidos a la inhibicién de TRK en
tejidos no tumorales como, por ejemplo: parestesias, neuropa-
tia periférica, mareos (asociados con la disminuciéon de la
propiocepcion), aumento de peso, defectos en la memoria, el
aprendizaje y la nocicepcion] y siendo reversibles en los
pacientes quienes tuvieron modificacion de dosis. También se
describen efectos en tejidos no neuronales como el sistema
vascular (neoangiogénesis), ovarios (prevencion de la ovula-
cién), y el sistema inmune™*”. Se ha descrito incremento de
dolor (flare) cuando se discontinia el tratamiento con
inhibidores de TRK (bajo la hipotesis que la inhibicion de la via
de sefializacion TRK disminuye el dolor)*”.

Larotrectinib y Entrectinib son capaces de penetrar la
barrera hematoencefalica, y la respuesta intracraneal parece ser
similar a las tasas de respuesta generales"”.

Larotrectinib

Larotrectinib es un inhibidor potente y selectivo de las 3
proteinas TRK (A, B'y C)*. La actividad de Larotrectinib en
pacientes con tumores que portan fusiones NTRK ha sido
eva(13111)ad0 en ensayos clinicos con pacientes adultos y peditri-
cos

La eficacia de Larotrectinib fue evaluada en pacientes
adultos y pediatricos con canceres localmente avanzados o
metastasicos, positivos para fusion TRK, de cualquier edad
(rango de edad entre 4 meses y 76 afios) con cualquier tipo
tumoral (“terapia agnodstica de tumor y edad”, detectados por
NGS o FISH, incluyendo 3 estudios: 1 estudio fase I en adultos
(LOXO-TRK-14001), un estudio fase I/Il en pacientes
pediatricos (SCOUT), y un estudio basket fase Il en adultos y
adolescentes (NAVIGATE). Dentro de los tumores positivos
para fusion TRK, se incluyo 17 diagnosticos tnicos de cancer,
incluyendo MASC (12 pacientes), fibrosarcoma infantil (7),
tiroides (5), colorrectal (4), melanoma (4), pulmoén (4), GIST
(3) y otros canceres (16). Del total, las fusiones TRK incluyeron
TRKA (NTRK1)en el 45 % de pacientes, TRKB (NTRK2) en 2
%, y TRKC (NTRK3) en el 53%. La poblacion total de los 3
estudios (159 pacientes) evalud pacientes tratados con
Larotrectinib (100 mg VO BID para adultos y nifios con un area
de superficie corporal de al menos 1 m2). El objetivo primario
fue la tasa de respuesta objetiva (ORR). Objetivos secundarios
incluyeron: duracion de respuesta, sobrevida libre de progre-
sién (PFS)y seguridad"”.

Como resultados, la ORR fue 75% (IC 95%, 67 - 90) de
acuerdo a una revision independiente y 80% (IC 95%, 67 - 90)
de acuerdo con el investigador. Las tasas de respuesta completa
(CR) fueron 13% y 16%, respectivamente. A 1 aflo, el 71% de
las respuestas se mantenian y el 55% de los pacientes
permanecieron libres de enfermedad. La mediana de duracion
de respuesta y PFS no fueron alcanzadas. Luego de una
mediana de seguimiento de 9.4 meses, el 86% de pacientes que
alcanzaron una respuesta (38/44 pacientes) continuaron
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tratamiento o fueron sometidos a cirugia con intencién
curativa. Con respecto a los eventos adversos, la mayoria
fueron grado 1; los mas comunes (= 20%) fueron: fatiga,
nausea, mareos, vomitos, tos, constipaciéon y diarreas. Los
eventos grado 3/4 ocurrieron en el 51% de pacientes, y eventos
neurologicos ocurrieron en 53% de pacientes (los de grado >3
son: delirium, disartria, mareos+ y parestesias. Otros eventos
adversos incluyeron: anemia (11%), elevacion de transamina-
sas (7%), aumento de peso (7%), y disminucion del recuento de
neutréfilos (7%)"".

Como conclusion, Larotrectinib tuvo una alta y
duradera actividad antitumoral en pacientes con céncer y
positivos para fusion TRK, independientemente de la edad del
paciente, tipo de tumor o tipo de fusion (NTRK1, NTRK?2 o
NTRK3)"™.

La mayoria de pacientes en este estudio recibieron
Larotrectinib para enfermedad metastasica y localmente
avanzada. 2 pacientes pediatricos con fibrosarcoma localmente
avanzado de la rodilla tuvieron reduccién significativa del
tamafio tumoral, lo que permitio la cirugia de preservacion de
extremidades con intencidn curativa en vez de una posible
amputacion. Esto podria evaluar en el futuro un potencial
efecto neoadyuvante de los inhibidores TRK en canceres no

, . . 31
metastasicos con fusiones NTRK®".

Larotrectinib recibié aprobacion acelerada por FDA
(noviembre 2018) para el tratamiento de pacientes adultos y
pediatricos con tumores solidos que®:

+Tienen un gen de fusién NTRK sin ninguna mutacion
de resistencia adquirida

-Son metastasicos o cuando la reseccion quirurgica
puede resultar en severa morbilidad, y

*Han progresado luego de un tratamiento o no tienen
alternativas satisfactorias de tratamiento.

Entrectinib

Entrectinib es una inhibidor pan-TRK oral que
demostro actividad antitumoral en pacientes con tumores
positivos para fusion NTRK, incluyendo canceres primarios
del sistema nervioso central (cruza la barrera hematoencefali-
ca). Ademas, se observo que Entrectinib tiene actividad
adicional contra ROS1 y ALK®**”. Para el tratamiento de
pacientes con cancer y fusiones TRK, Entrectinib fue evaluado
en 4 ensayos clinicos: un estudio fase I en adultos con
rearreglos ROS, ALK o NTRK (ALKA 372-001), un estudio
fase 1 en adultos con alteraciones NTRK, ROS1 o ALK
(STARTRK-1), un estudio fase Ib en adultos y pediatricos
(entre 2 - 22 afios) con o sin fusiones NTRK, ROS1 o ALK
(STARTRK-NG), y un estudio basket fase Il en adultos con
fusiones NTRK, ROS1 o ALK (STARTRK-2). En general, se
ha reportado una ORR de 79% en pacientes con fusiones
NTRK,ROS10ALK®.

Un reporte que evalu6 Entrectinib (600 mg QD) en 2
ensayos pivotales (ALKA-372-001 y STARTRK-1) en
pacientes con tumores solidos avanzados (119 pacientes, 60 de
ellos tuvieron alteracion en NTRK, ROS1 o ALK), incluyendo

100

pacientes con compromiso del sistema nervioso central, y sin
tratamiento previo. La ORR fue de 100%, 86% y 57% para
pacientes con fusion NTRK, rearreglo de ROS1 y rearreglo de
ALK, respectivamente. En el resto de pacientes, 53 de ellos con
mutaciones diferentes a fusion NTRK (mutaciones puntuales,
amplificaciones, variantes o inserciones NTRK, ROS1 o
ALK), no hubo respuestas con Entrectinib. Se observo
respuesta completa (CR) cerebral en un paciente con cancer de
pulmén, y reduccidon tumoral en un paciente con glioma,
demostrando la actividad intracraneal de Entrectinib contra
enfermedad metastdsica y tumores cerebrales primarios. La
mayoria de toxicidades fueron grado 1/2, los eventos adversos
especificos por la inhibicién TRK fueron: disgeusia, neuropatia

. . .. . (23)
sensorial, cambios cognitivos y ganancia de peso” .

Un andlisis integrado de Entrectinib (600 mg QD)
utilizado en los 3 ensayos pivotales (ALKA-372-001,
STARTRK-1 y STARTRK-2) en pacientes adultos (54
pacientes) con tumores metastasicos o localmente avanzados
con fusion NTRK (incluyendo aquellos con compromiso del
sistema nervioso central, con un total de 19 tipos histologicos
de cancer), demostr6 que Entrectinib produce una ORR de 57
% (CR: 7%, PR: 50%), siendo estas respuestas duraderas y que
ocurrieron con una notable rapidez. La mayoria de pacientes
tenia fusion NTRK1 y NTRK3. Con respecto a los eventos
adversos, los eventos adversos serios mas comun fueron ane-
miay aumento de peso*®”.

Entrectinib recibio aprobacion por FDA para el
tratamiento de tumores solidos que“?:

-Portan fusiones NTRK sin ninguna mutacion de resis-
tencia adquirida.

*Son metastasicos o cuando la reseccion quirtrgica pue-
de resultar en una severa morbilidad, y

*Han progresado luego de un tratamiento o no tiene
alternativas de terapia satisfactoria.

Resistencia a inhibicion TRK

A pesar de un control duradero de la enfermedad en la
mayoria de pacientes, los canceres con fusiéon de NTRK en
estadio avanzado se vuelven refractarios a la inhibicion de
TRK. Esta “resistencia” ocurre principalmente por la
adquisicion de mutaciones en el dominio quinasa de NTRK, e
incluyen: NTRK1 F589L, G595R, G667C, G667S, V573M y
NTRK3 G696A, G623R. Otros mecanismos incluyen la
presencia de co-alteraciones gendmicas e involucrados con las
vias de sefializacion efectoras (MAPK, PI3K, etc.). Algunas
mutaciones de resistencia pueden ser superadas por inhibidores
de TRK de segunda generacion [LOXO-195 y TPX-0005
(Repotrectinib)] los cuales se estan evaluando en ensayos

clinicos, con una prometedora actividad clinica preliminar
(37,38,42)

Conclusiones

Las fusiones NTRK son drivers de una variedad de
canceres adultos y pedidtricos. Estos oncogenes estan
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enriquecidos (= 90 %) en algunos raros tipos de cancer o se
encuentran en poca frecuencia (1%) en otros tipos de canceres
comunes. Para la deteccion de fusiones NTRK, se puede
emplear NGS basados en acidos nucleicos (principalmente
DNA) o IHC paraidentificar en la practica clinica.

Para el tratamiento de fusiones NTRK, se utiliza
inhibidores de TRK de primera generacion (Larotrectinib,
Entrectinib) que han demostrado actividad antitumoral alta (>
75%) y duradera en pacientes adultos y pediatricos con
diferentes tipos de cancer, independientemente del tipo
histoldgico, la edad y los tipos de NRTK (NTRK 1, NTRK2 o
NTRK3), siendo catalogados como “terapia agnostica del

tumor”. Aunque la inhibicion de TRK puede producir eventos
adversos fuera del objetivo (off-target) tumoral, Larotrectinib y
Entrectinib poseen un perfil de seguridad aceptable a compara-
ciénde otros TKIs.

Durante el tratamiento con inhibidores de TRK, los
pacientes desarrollan resistencia, principalmente mediada por
la adquisicién de mutaciones en el dominio kinasa NTRK), y
actualmente se encuentran en marcha estudios que estan
evaluando inhibidores de TRK de segunda generacion (LOXO-
195, TPX-0005) los cuales han demostrado de forma prelimi-
nar actividad antitumoral.
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