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1. RESUMEN

Las protein-tirosina quinasas (PTKSs) son enzimas que fosforilan tirosinas en proteinas
implicadas en la regulacion de vias de sefializacion intracelular esenciales en procesos
biolégicos como el crecimiento, la diferenciacion, la apoptosis y el metabolismo. Son
componentes convergentes de maltiples y variadas rutas, por lo que, su desregulacion se
relaciona con la etiologia y progresion de numerosos procesos patoldgicos, principalmente
oncogénesis, aunque también con enfermedades inflamatorias, autoinmunes y metabdlicas. Por
todo ello, se han convertido en dianas farmacoldgicas de gran interés y este trabajo se centra en
revisar el estado actual de las terapias que implican el uso de farmacos inhibidores de la
actividad de las PTKSs en las enfermedades anteriormente citadas, en enfermedades infecciosas,
como analgésicos o incluso como herramientas en técnicas de diagnéstico. Sin embargo, estos
farmacos no estan exentos de potencial toxico, ni son inmunes a fendmenos de resistencia,
aspectos que también se tratan en el trabajo, asi como las estrategias para enfrentarse a estas
limitaciones mediante el desarrollo de nuevas moléculas que actien sobre las PTKSs y/o terapias
combinadas para conseguir un aumento de la supervivencia y una mejora de la calidad de vida
de pacientes que sufren estas patologias.

Palabras clave: tirosina quinasas, inhibidores de tirosina quinasas, anticuerpos
monoclonales, cancer, aplicaciones terapéuticas.

ABSTRACT

The protein-tyrosine kinases (PTKSs) are enzymes that phosphorylate tyrosines contained
in proteins involved in the regulation of intracellular signalling pathways which are essential to
biological processes such as growth, differentiation, apoptosis and metabolism. Tyrosines are
convergent components of multiple and varied routes and, consequently, their dysregulation is
related to the aetiology and progression of numerous pathological processes, mainly
carcinogenesis, but also to inflammatory, autoimmune and metabolic disease, which has
resulted in their becoming pharmacological targets of great interest. This work focuses on
reviewing the current state of therapies involving the use of drugs inhibitors of PTK activity in
both the aforementioned diseases and infectious diseases, such as analgesics, as well as tools in
diagnostic techniques. Furthermore, since these drugs are neither exempt from toxic potential
nor immune to resistance, these aspects are also analysed herein, as well as strategies that can
be used to face their limitations through the development of new molecules that act on PTKs
and/or the use of combined therapies to achieve an increase in survival and an improvement in
the quality of life of patients suffering from these pathologies.

Key words: Tyrosine kinases, Tyrosine kinase inhibitors, monoclonal antibodies, cancer,
therapeutic applications.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las protein-quinasas son enzimas que transfieren un grupo fosfato proveniente de ATP a
residuos amino&cidicos de tirosina, serina o treonina en las proteinas. La reaccion inversa
(eliminacion del grupo fosfato de la proteina) es catalizada por otras enzimas denominadas
fosfatasas. Ambos procesos modulan numerosas actividades celulares, actuando especialmente
en cascadas de sefializacion intracelular.

Se conocen aproximadamente 538 quinasas codificadas en el genoma humano, que acttan
como mediadores en multiples vias de sefializacion que son esenciales en procesos bioldgicos
como crecimiento, diferenciacion, metabolismo y apoptosis en respuesta a estimulos tanto
internos como externos. (1)

Dentro del enorme grupo de protein-quinasas, nos centraremos en aquellas que fosforilan
residuos de tirosina, denominadas protein-tirosina quinasas* (del inglés PTKSs o protein-tyrosine
kinases). Se conocen un total de 90 enzimas con estas caracteristicas (2) y las podemos dividir
en dos grandes grupos: las PTKs citosdlicas o no receptoras (nRTKSs: non-receptor tyrosine
kinases) y las PTKs receptoras (RTKSs: receptor tyrosine kinases).

Los nRTKs son proteinas citoplasmaticas intracelulares que transmiten sefiales y a
menudo interaccionan con los RTKs. Los nRTKs realizan la transduccion de sefales
principalmente a través de receptores de citoquinas, de receptores de linfocitos Ty B o
receptores de inmunoglobulinas, entre otros. (3)

Los nRTKs poseen un amplio rol en la sefializacion celular regulando funciones
fundamentales tales como la diferenciacion celular, la apoptosis, la supervivencia y la
proliferacion. Su actividad catalitica esta estrictamente regulada (4), y cualquier desregulacion
y/o sobreexpresion estard vinculada con procesos carcinogénicos y transformaciones
malignas(3). La investigacion sobre los nRTKs ha arrojado luz sobre una gran parte de los
mecanismos implicados en el cancer, y no sorprende que una cuarta parte de todos los esfuerzos
actuales de investigacion y descubrimiento de farmacos vayan dirigidos a estas dianas
moleculares. (1)

Los nRTKSs estan categorizados en 9 subfamilias: Abl, FES, JAK, ACK, SYK, TEC, FAK,

Src, y CSK. (2). Estas subfamilias comparten secuencias similares. EI dominio SH2 N-terminal

! En castellano, se pueden encontrar multiples términos similares a protein-tirosina quinasas que solo varian
en la ortografia, tales como proteina tirosincinasas, protein-tirosin cinasas, proteina tirosin- kinasas. . .entre muchos
otros. En esta revision bibliografica siempre se usard la denominacion de “protein-tirosina quinasas” con las siglas
del inglés “PTKs”.
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seguido del dominio quinasa estd muy conservado en la mayoria de los miembros de esta
familia. (5)

Por otro lado, encontramos los RTKS, proteinas transmembrana que poseen un dominio
extracelular (N-terminal) de uni6n al ligando y un dominio quinasa intracelular que
selectivamente se une y fosforila el sustrato, por lo que es el responsable de la actividad
catalitica. Estos receptores son activados por la unién al ligando, que produce la dimerizacion
del receptor. Como consecuencia de esta dimerizacion, el dominio catalitico intracelular del
receptor activado se
autofosforila en residuos de
tirosina (Figura 1) (6). Estos
residuos de tirosina forman sitios
de union para proteinas que
contienen dominios SH2
(nNRTKs), y las proteinas
implicadas, transmiten la sefial ' v
hacia el interior celular. La C: o \%

$ ¢ !

cascada de  sucesos de gm 8"‘" O e S @ 0
ATvarin Clobe ‘ Ctoplnmic tad

Figira 1. Estructura del prototipo de RTK y mecanismo

fosforilacion resulta en
amplificacion y  transmision de activacion (Butti et al. 2018)
intracelular de la sefal (7).

La informacién se transmite a través de algunas vias, entre las que destacan
PIBK/AKT/mTOR; RAS/RAF/MEK/ERK; y PLCY/PKC, entre otras. (8)

Los RTKs poseen una amplia variedad de sustratos, como factores de crecimiento,
hormonas, citoquinas, factores neurotroficos, etc. Por ello, las rutas de transduccion de sefiales
juegan un papel crucial en la regulacién de procesos fundamentales de proliferacion,
diferenciacion, supervivencia, migracion celular y angiogénesis. La perturbacion de la actividad
de estos receptores resulta en una transmision de sefial anormal.

La familia de los RTKSs incluye 20 subfamilias, denominadas PDGFR o receptor del factor
de crecimiento de plaquetas (platelet-derived growth factor receptors); VEGFR o receptor del
crecimiento vascular endotelial (vascular endotelial growth factor receptors); FGFR o receptor
del factor de crecimiento fibroblastico (fibroblast growth factor receptor), InsR o receptor de
insulina; ErbB (que incluye EGFR o receptor del factor de crecimiento epidérmico: epidermal
growth factor receptor); PTK7; TrK; ROR; MuSK; MET, Axl; Tie; Eph; Ret; DDR; Ros;
Ryk; ALK; STYK1y LMR. (9).
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Recientes estudios que versan sobre los mecanismos moleculares en procesos oncogénicos
afirman que las PTK en general (tanto receptoras como citoplasmaticas), poseen un papel
crucial en el carcinogénesis y metéastasis de varios tipos de cancer dado que promueven la
proliferacién celular, supervivencia y migracién (1). En los altimos 30 afios, se han identificado
multiples tumores asociados a la modulacion y disfuncién de quinasas y fosfatasas. Ademas de
los problemas oncolégicos, la desregulacion de estas enzimas puede estar implicada en otros
procesos tanto inmunoldgicos, como neuroldgicos o infecciosos.

Esta desregulacion de la actividad PTK puede ocurrir por diversos mecanismos como la
reordenacion genética que genera una proteina hibrida, alguna mutacion, la expresion
aumentada o aberrante de la PTK, o la activacién de oncogenes o pérdida de genes supresores.
(7)

Por todo lo anterior, se puede deducir que el kinoma, o conjunto completo de PTK
codificadas por el genoma humano, se ha convertido en un objetivo atractivo con multiples
posibilidades de uso terapéutico, especialmente en cancer, pero también en otras aplicaciones
como enfermedades autoinmunes, inflamatorias, diabetes o incluso malaria, entre otras.

Existen dos grandes grupos de farmacos que acttan en estas dianas. Por un lado, estan los
inhibidores de tirosin-quinasas (TKIs o tyrosine kinase inhibitors), que tanto simples como en
terapia maltiple son de lo mas actual en el ambito de la farmacologia. Por otro lado,
encontramos los anticuerpos monoclonales (mab o monoclonal antibodies) que se unen al
dominio extracelular de RTK y bloquean la union del ligando natural, evitando asi la
reorganizacion conformacional esencial para la activacion de la PTK y su sefializacion celular.

El desarrollo de TKIs para el tratamiento de canceres humanos empez6 a mediados de la
década de 1970. El primer inhibidor fue aprobado por la FDA? en el 2001, y se denomin6
imatinib, un derivado de fenil-amino-pirimidina dirigido a la conformacion inactiva de la
quinasa ABL1 para el tratamiento de leucemia mieloide cronica. A partir de ese momento, se
empezaron a desarrollar TKIs tanto simples como como dirigidos a dianas multiples para el
tratamiento del cancer (1). En la tabla 1 se detallan los afios en los que se han ido aprobando

los diferentes TKIs.

2 FDA: Food and Drug Administration
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Los mecanismos antitumorales de los TKIs son maltiples: inhiben la reparacion de células
tumorales, bloquean la fase G1 de division celular induciendo y manteniendo la apoptosis, anti-
angiogénesis, etc... (10). Asi, los TKIs se consideran como una herramienta prometedora de
innovacion terapéutica basada en el genoma. Sin embargo, aungue representan un gran avance
en el tratamiento oncoldgico, aun han de superar algunos desafios, en especial las resistencias
adquiridas que contribuyen a que, en algunos casos, el progreso de la enfermedad sea ain

inevitable.

Tabla 1. Inhibidores de tirosin-quinasas (TKIs) aprobados por la FDA

2003 2004 2005 2006 2007 2009
Imatinib Erlotinib Sorafenib Sunitinib Lapatinib Temsirolimug
(2001) Dasatinib Everolimus
Gefitinib Nilotinib

2011 2012 2013 2014 2015 2017
Vemurafenib  Axitinib Afatinib Ceritinib Lenvatinib  Brigatinib
Vandetanib Regorafenib Dabrafenib Idelalisib Osimertinib  Alectinib
Ruxolitinib Pazopanib Trametinib  Nintedanib ~ Palbociclib  Ribociclib
Crizotinib Tofacitinib Ibrutinib Alectinib Midostaurin

Cabozantinib Osimertinib
Bosutinib
Ponatinib

3. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo ha sido llevar a cabo una revision bibliografica de articulos
cientificos que, publicados en los ultimos 15 afios describan el estado actual del desarrollo y
uso de farmacos que acttan inhibiendo la actividad de las enzimas tirosin-quinasas, implicadas
en la puesta en marcha y regulacion de multiples procesos fisiopatologicos, principalmente en
oncogeénesis. Asimismo, se ha indicado la extensa utilidad terapéutica de estos farmacos en el
tratamiento de otras enfermedades de naturaleza inflamatoria, autoinmune, metabolica
(diabetes), infecciosa (malaria) e incluso en analgesia y en técnicas de diagnostico. Por
supuesto, se han tratado también los aspectos limitantes relacionados con el uso de estos

farmacos tales como su toxicidad y la aparicion de mecanismos de resistencia adquirida.

4. METODOLOGIA

Se ha llevado a cabo una revisidn bibliografica de articulos cientificos publicados en los
altimos 15 afios. Se emplearon las siguientes bases de datos MEDLINE (PubMed), Science
Direct, Google Scholar y Cochrane y, las palabras clave de busqueda fueron: tyrosine kinase
inhibitors, non-receptor protein tyrosine kinase, kinome, RTKs, nRTKs. Se restringio la

busqueda a los ultimos 15 afios, y se excluyeron aquellos articulos que no estuvieran escritos

7
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en inglés o espafiol. También se consultaron libros cientificos obtenidos de los fondos de la
biblioteca de la Facultad de Farmacia, asi como documentos procedentes de BUCea,
herramienta de la Biblioteca Complutense y se consultaron archivos publicados en revistas
cientificas como Molecular Cancer o Science. Se revisaron un total de 71 articulos cientificos,
filtrados Unicamente por el idioma (inglés o espafiol) y el titulo. De esos 71 articulos, se

aceptaron finalmente 31 y se rechazaron 40, que no cumplian con los criterios de inclusion.

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 CANCER

El kinoma, o conjunto de genes que codifican proteinas quinasas se ha convertido en una
diana atractiva para el tratamiento de diversos tipos de cancer. Los TKIs, simples y complejos,
sintetizados en el laboratorio, asi como moléculas procedentes de productos naturales se han
convertido en herramientas en la terapia tumoral (1). La inhibicion de las PTKs en las vias de
sefializacién es menos citotoxico para las células no cancerosas, por lo que las manifestaciones
toxicas seran considerablemente menores.

La mayoria de los TKIs se dirigen al sitio de unién de ATP de los RTKSs, y otros van a
sitios alostéricos para inhibir a las NRTKs.

Los TKIs son muy eficaces cuando estan dirigidos a mutaciones especificas que
generalmente conducen a la carcinogénesis. Se pueden clasificar en cinco grupos segun la forma
en la que catalizan la transferencia de ATP a los sustratos con residuos de serina, treonina o
tirosina.

e Tipo I: son competidores del ATP que imitan el anillo de purina del resto adenina del
ATP. Interaccionan con el sitio catalitico de las quinasas. Al unirse al sitio conformacional
alteran la estructura impidiendo la fosforilacion. Algunos ejemplos son bosutinib,
crizotinib, dasatinib, erlotinib... A pesar de los grandes éxitos conseguidos, estos TKIs tipo
| poseen efectos adversos debido a que se unen poco selectivamente a las quinasas. Pueden
dar lugar a cardiotoxicidad y a un posible deterioro de la funcion cardiaca.

e Tipo Il: interactdan de forma reversible con el sitio catalitico de la conformacion inactiva
a través de enlaces de hidrégeno con la proteina y otras interacciones adicionales
lipofilicas. Estas interacciones lipofilicas tienen un alto grado de selectividad y aumentan
el perfil de seguridad de estos inhibidores respecto a los de tipo I. Algunos ejemplos son
imatinib y sorafenib.

e Tipo Il o inhibidores alostéricos: se unen a un lugar diferente del dominio catalitico y

modulan la actividad de la quinasa de forma alostérica. Estos inhibidores poseen mayor
8
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grado de selectividad ya que explotan sitios de union y mecanismos fisioldgicos
particulares de determinadas quinasas. Uno de los primeros inhibidores alostéricos fue CI-
1040, molécula muy pequefia y oralmente activa inhibidora de la via MEK1/MEK2.

e Tipo IV o inhibidores dirigidos al sustrato: interaccionan reversiblemente fuera del
bolsillo de ATP. No compiten con el ATP y ofrecen alin un mayor grado de selectividad.

e Tipo V o inhibidores covalentes: forman un enlace covalente e irreversible con el sitio
activo de la quinasa con una cisteina nucleo6fila en una reaccion SN2. Ejemplos de este
tipo de inhibidores son afatinib e ibrutinib. Estos inhibidores tienen una vida media larga,

por lo que se minimizan los efectos secundarios.

Tras sobrepasar algunos obstaculos debido al alto grado de similitud entre los sitios activos
y la posible actividad de estos farmacos fuera de su diana, los TKIs son el centro de atencion
de la comunidad cientifica. Ademas, los ultimos desarrollos de TKIs incluyen terapias de
precision en base a los datos gendmicos del tumor, lo que resulta en beneficios significativos
en las terapias oncoldgicas.

Ademas de los TKIs, también son importantes los anticuerpos monoclonales para lograr
mayores beneficios en la terapia oncoldgica. En los siguientes apartados, se iran desglosando

algunos de los mas canceres mas comunes y su terapia con TKIs y anticuerpos monoclonales.
5.1.1 Leucemia mieloide cronica

“La leucemia mieloide crénica (LMC) es una enfermedad mieloproliferativa clonal, que
se origina en las células troncales hematopoyéticas y que esta caracterizada por la presencia del
cromosoma Philadelphia y su producto oncogénico BCR-ABL”(11).

EL cromosoma Philadelphia (Ph) es un cromosoma 22 acortado, que resulta de la
translocacion reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9 y 22. Esto produce un gen
hibrido BCR-ABL, que posteriormente se transcribe a un ARNm quimérico. Se forma una
proteina BCR-ABL que presenta una actividad tirosina quinasa aumentada, esencial para la
transformacion maligna, la cual altera propiedades celulares como la adhesidn, la proliferacion
o la apoptosis.

El primer farmaco con actividad tirosina quinasa fue el imatinib, utilizado en el tratamiento
de la LMC. Los TKIs de BCR-ABL son el tratamiento mas efectivo para la LMC. Imatinib y
los TKIs de 22 generacidn nilotinib y dasatinib estan disponibles para su uso en cualquier linea

de terapia para la LMC. Ponatinib esta disponible para pacientes que son resistentes o
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intolerantes a nilotinib y dasatinib o aquellos que expresan la mutacion del dominio T315I
quinasa que confiere resistencia a la mayoria de los TKIs.

Con una seleccion y adherencia 6ptima a los TKIs, pocos pacientes con LMC en fase
cronica moriran a causa de su leucemia. Por lo tanto, actualmente los esfuerzos se dirigen a la
gestion de las comorbilidades y la minimizacion de la toxicidad provocada por el tratamiento.

Los TKIs de 22 generacion (nilotinib y dasatinib) poseen riesgos cardiovasculares. Se
deben conocer y controlar los factores de riesgo cardiovasculares como dislipemia, tabaquismo,
diabetes e hipertensidn para evitar dafios mayores en pacientes bajo tratamiento con TKIs.

Debido a esta toxicidad cardiaca y a que las dosis maximas toleradas son muy bajas (ej. 45
mg para ponatinib) su uso es muy limitado. Los productos naturales son, por tanto, considerados
una alternativa a estos farmacos de sintesis.

En 2013, la FDA aprob6 1453 nuevas moleculas quimicas, de las que un 40% eran
anadlogas a compuestos naturales. Los metabolitos secundarios presentes tanto en plantas,
microorganismos, hongos y otras fuentes poseen diversos efectos biologicos. Solos o en
combinacion pueden producir apoptosis y quimiosensibilidad en células resistentes a farmacos
convencionales. Los bioactivos naturales mas estudiados en la actualidad son los polifenoles
como el resveratrol, la quercetina, la curcumina o los extractos del té verde. Se ha observado
que pueden inhibir tanto a RTKs (como al EGFR) como a nRTKs (SRC, Abl o JAK-2),
alterando asi multiples vias de sefializacion, y ejerciendo, por tanto, efectos positivos en las
terapias oncologicas. (1). Aunque varios compuestos naturales han demostrado su eficacia en
modelos in vitro e in vivo como TKIs, solo la homoharringtonina (omacetaxina mepesuccinato)
ha sido capaz de terminar con éxito los ensayos clinicos y ser aprobada por la FDA. (2)

Algunos de estos compuestos con alto potencial para desarrollarse como TKIs para el
tratamiento de la LMC son el acido gambdico, la triptolida, o la curcumina...

Actualmente, el tratamiento convencional para la LMC en fase crénica son TKIs como
imatinib, nilotinib, dasatinib o bosutinib. Si esta terapia deja de ser eficaz, se puede aumentar
la dosis o cambiar a otros TKIs, como el ponatinib, utilizado para las resistencias por la
mutacion T3151 como se ha indicado en parrafos anteriores. Si se responde bien al tratamiento,
a los tres meses después de haberlo iniciado debera haber una reduccién del nimero de copias
de BCR-ABL en un 90% o mas, dato que se obtiene tras la realizacion de una PCR o reaccién
en cadena de la polimerasa. El tratamiento con TKIs suele ser indefinido, incluso en pacientes
en los que ya no se detecta el gen BCR-ABL, a no ser que los efectos secundarios sean

excesivos. En este caso, se deberia bajar la dosis de TKI. De todos modos, el 70% de los

10
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pacientes tienen una respuesta citogenética completa al afio de haber comenzado el imatinib, y
esta tasa es incluso mayor con el uso de los otros TKIs.

5.1.2 Céancer de mama

El cancer de mama es una causa importante de morbilidad y mortalidad entre las mujeres
de todo el mundo. Consecuencia de la desregulacion de diferentes vias de sefializacion en las
células epiteliales mamarias, es una enfermedad multifactorial en la que factores genéticos y
epigenéticos pierden la capacidad de regular las vias de sefializacion celular.

Una amplia variedad de factores de crecimiento y de sus receptores estan involucrados en
la aparicion, desarrollo y metéstasis del céncer. Podemos distinguir distintos subtipos
moleculares de cancer de mama segun la presencia o ausencia de receptores de estrogeno (ER),
de receptores de progesterona (PR) y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
(HER?2). El subtipo ER+ y PR+, representa el 60-85% del total de canceres, es frecuente en
mujeres postmenopausicas y se trata con terapia hormonal; el subtipo ER-, PR- y HER2-,
frecuente en mujeres con mutaciones en el gen BRCAL, tiene peor pronostico, alta tasa de
recurrencia y es refractario a la terapia convencional tratandose, entre otras estrategias, con
inmunoterapia basada en anticuerpos neutralizantes, induciendo a los linfocitos T citotoxicos
(LTc) (12). Por altimo, el subtipo HER2+, representa el 25-30% del total de los canceres de
mama(13). HER2 es un RTK, por lo que, tras la autofosforilacion de los residuos de tirosina
del dominio intracelular, se inicia una variedad de vias de sefializacion, principalmente MAPK,
PI3K y PKC que resultan en proliferacion, supervivencia, angiogénesis, invasién o incluso
metéstasis. La terapia utilizada son TKIs y anticuerpos monoclonales, por lo que, en este
apartado, nos centraremos en este ultimo.

Entre los anticuerpos monoclonales usados en la terapia del cAncer de mama encontramos:

Trastuzumab: anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG que actta en el dominio
extracelular del receptor HER2 frenando el crecimiento tumoral. Se bloquea la activacion de la
via de sefializacion RAS-MAPK, que promueve la proliferacion celular e inhibe la muerte
celular a través de la via PI3K-AKT-mTOR (14). Se usa en combinacion con quimioterapia
convencional y mejora las tasas de respuesta. Sin embargo, uno de los principales mecanismos
de resistencia de trastuzumab es la heterodimerizacion de HER2 con otras proteinas
transmembrana de la familia, en particular HER3. Para superar este mecanismo de resistencia
se utilizan nuevas terapias, nuevos TKIs como lapatinib, geftinib y neratinib.

Pertuzumab: anticuerpo monoclonal humanizado que se une a un diferente epitopo del

dominio extracelular del receptor HER2 respecto a trastuzumab (15), evitando de esta manera
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la dimerizacion de HER2 y HER3 y blogueando la activacion de las vias de sefializacién. El
uso de la combinacién pertuzumab y trastuzumab permite una regresién tumoral mayor
respecto a la monoterapia. Pertuzumab fue aprobado por la FDA en el afio 2012 como
tratamiento de 12 linea del cancer de mama metastasico en combinacién con trastuzumab y
docetaxel. (16)

Ertumaxomab: nuevo anticuerpo biespecifico formado por un fragmento anti-CD3 y otro
anti-HER2. Al unirse tanto a CD3 como a HER2 se forma un complejo triple entre células
tumorales, células T y macréfagos o células dendriticas, provocando la activacion de células T,
la liberacién de citoquinas y la fagocitosis de las células tumorales. Ha demostrado su eficacia
incluso en pacientes con cancer de mama con baja expresion de HER2. (17)

Asimismo, se usan los siguientes TKIs:

Lapatinib: inhibe los dominios intracelulares de los receptores EGFR y HER2 y debido a
ello, y a diferencia del trastuzumab, puede bloquear la sefializacion de receptores que han
perdido o han mutado sus dominios extracelulares. No presenta resistencia cruzada con
trastuzumab y ha sido la 12 terapia oral aprobada para el tratamiento de cancer de mama
metastasico HER2+. Inhibe la activacion de las vias MAPK, PI3K-AKT y PLC, y ademas,
aumenta la expresion de p38 componente de la via MAPK que inducido por estrés ha sido
involucrado en apoptosis. (13).

Gefitinib: inhibidor de EGFR reversible que ha sido aprobado por la FDA para el
tratamiento del carcinoma de pulmon avanzado. El receptor EGFR se sobreexpresa en el cancer
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con cada generacion de nuevos farmacos (Figura 2)(18). Los esfuerzos no deben cesar en la
bldsqueda de nuevos farmacos y/o combinaciones que mejoren el prondstico. (16)

5.1.3 Cancer colorrectal metastasico

El cancer de colon o recto que se ha diseminado a otros 6rganos (cancer colorrectal
metastasico) se trata principalmente mediante quimioterapia y terapia dirigida, entre la que se
encuentran tanto los TKIs como los anticuerpos monoclonales.

EI EGFR y el VEGFR desempefian un papel vital en el crecimiento celular, por lo que son
dianas del tratamiento de pacientes con este tipo de céncer. Sin embargo, la combinacion
simultanea de anticuerpos monoclonales dirigidos a ambas dianas muestra resultados
decepcionantes. (19) Actualmente, se utilizan anticuerpos monoclonales contra EGFR tales
como cetuximab o panitumab o contra el VEFG como el ramucirumab o bevacizumab, factor
clave en la vasculogénesis y la angiogénesis. Ademas, algunos estudios demuestran que el uso

conjunto de bevacizumab y un TKI como el erlotinib tiene actividad favorable antitumoral (20).
5.1.4 Cancer de estroma gastrointestinal

Los tumores de estroma gastrointestinal pueden surgir a lo largo de todo el tracto digestivo,
siendo mas comun en el estdbmago (60%) e intestino delgado (30%). La cirugia es el tratamiento
primario, sin embargo, en mas del 40% de los casos se produce metastasis (21).

El desarrollo de TKIs como terapia ha revolucionado el tratamiento y mejora la clinica
visiblemente ya que, alrededor del 85% de los tumores de estroma gastrointestinal son causados
por mutaciones en el gen KIT, oncogén que codifica para el receptor para el factor de célula
madre (SCF). En el tratamiento se utiliza como 12 linea imatinib, un inhibidor relativamente
selectivo de KIT, PDGFR y BCR-ADI. Si se desarrollan resistencias a esta 1° terapia se utiliza
sunitinib, que inhibe a los receptores PDGFR, VEGFR vy el receptor KIT. Por ultimo, como
tratamiento de 3? linea se utiliza regorafenib, inhibidor del oncogén KIT que participa en la
produccién de diferentes PTK implicadas en oncogénesis, angiogénesis y mantenimiento del
microambiente tumoral, del cual se ha comprobado que mejora la supervivencia y la progresion

del tumor.
5.1.5 Cancer de pulmon

Los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) son los
utilizados en la terapia del cancer de pulmén no microcitico. Sin embargo, el desarrollo de
resistencias es inevitable. Aproximadamente, un 50% de los casos tratados con la 12 generacién

de TKIs (gefitinib) desarrolla resistencia debido a la mutacion T790M. La 32 generacion de
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TKIs que actuan sobre EGFR, como osimertinib, si ha demostrado mejoras significativas en la
progresion del tumor. Sin embargo, tras la respuesta inicial favorable, la mayoria de los
pacientes también desarrollan resistencia a osimertinib, debido a mutaciones en EGFR.

Los ensayos clinicos que comparan EGFR-TKI frente a quimioterapia no han demostrado
ningun beneficio en la supervivencia. La inmunoterapia esta aprobada para la 22 linea, pero para

la 32 linea, la quimioterapia resulta en mayor supervivencia que los EGFR-TKI (22)
5.2 INFLAMATORIAS Y AUTOINMUNES

Las respuestas inflamatorias generalmente son iniciadas por el reconocimiento de sefiales
que identifican la invasion de patdgenos o lesiones en los tejidos. A su vez, se produce la
activacion de cascadas de sefializacion intracelular que conllevan el aumento en la expresion
de genes que codifican citoquinas proinflamatorias. Si estas respuestas inflamatorias ocurren
en ausencia de sefiales externas y persisten en el tiempo, se obtiene como resultado una
inflamacion cronica. Existe un amplio espectro de enfermedades asociadas a inflamaciones
cronicas, como la psoriasis, la artritis reumatoide o la esclerosis mualtiple. (23)

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan también por la presencia de citoquinas, al
igual que las enfermedades inflamatorias. El enfoque actual en el desarrollo de farmacos tanto
para enfermedades inflamatorias como autoinmunes se orienta hacia las vias de sefializacion
intracelulares, entre las que encontramos a las PTKs como dianas farmacoldgicas.

Las PTKs de la pequefia familia JAK o0 Janus quinasas, son esenciales para la sefializacion
intracelular desencadenada por citoquinas, especialmente las de tipo | y tipo Il. Una gran
cantidad de citoquinas, incluyendo IFN, factores estimulantes de colonias e interleucinas se
unen a los receptores de citoquinas, que estan asociados a JAK, y se desencadena la cascada de
transduccion de sefiales JAK-STAT. Los TKIs que acttan en ellas se denominan genéricamente
jakinibs y estan siendo aprobados para una amplia variedad de enfermedades inflamatorias y
autoinmunes. En 2012, tofacitinib fue aprobado por la FDA para el tratamiento de la artritis
reumatoide. Otros jakinibs (lestaurtinib, ruxolitinib) estan siendo utilizados para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, psoriasis, lupus eritematoso sistémico
0 la enfermedad del intestino irritable.

Otra familia de PTKs importante es Syk. Syk es una PTK citosdlica perteneciente a la
familia de nRTKs. Syk media la sefializacion requerida para la activacion y desarrollo de células
B, y estd ampliamente expresada en todas las células hematopoyéticas, por lo que se une no
solo a las células B, sino también a mastocitos y neutréfilos asi como a células no

hematopoyéticas como B-integrinas, receptores TLr-4 o glicoproteinas. Por todo ello, es
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importante para la sefializacion de sefiales inmunoldgicas y respuestas proinflamatorias. EI 1*'
inhibidor de Syk desarrollado fue fostamatinib (usado en artritis reumatoide), del cual se ha
demostrado que inhibe la sefializacion del factor de necrosis tumoral (TNF-a) interfiriendo con
la produccion de la citoquina proinflamatoria IL-6. Mdltiples inhibidores de Syk estan
actualmente en ensayos clinicos para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
mediadas por la inflamacion, como por ejemplo R343, para el tratamiento de asma, una
enfermedad inflamatoria cronica de las vias respiratorias.

El objetivo final en el tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias es
suprimir el componente inflamatorio patoldgico y restaurar la propia respuesta inmune, y al
mismo tiempo preservarse la capacidad de establecer una respuesta inmune apropiada frente a
patdgenos invasores. Por lo tanto, las PTKSs representan una diana farmacoldgica importante y
prometedora en el tratamiento no solo del cancer, como hemos visto anteriormente, sino
también son cruciales en la etiologia de enfermedades inflamatorias y autoinmunes, siendo los

“principales objetivos farmacologicos del siglo XX17(24).
5.3 DIABETES

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglucemia
cronica debido a los defectos en la accion y/o secrecion de insulina. La DM tipo 1 se produce
por la destruccion autoinmune de las células B-pancreaticas. Se produce infiltracion de células
T acompafiado de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). La DM tipo 2 se
caracteriza por la resistencia a la insulina por parte de los tejidos y por la disfuncién de las
c¢lulas B pancredticas. La resistencia a la insulina est4 fuertemente relacionada con la obesidad
visceral, por lo que se produce como resultado un depdsito de grasa e inflamacion. Los
macréfagos M1 en tejido adiposo secretan citoquinas proinflamatorias, tales como TNFa o IL-
6. (25)

El receptor de insulina es un RTK que transmite sefiales tanto metabdlicas como
mitogénicas. La unién de la insulina a su receptor produce la autofosforilacion cruzada en
residuos de tirosina. Se activan las vias de las MAPK vy la via PI3K/PKB/Akt, que median las
respuestas metabdlicas de la insulina, como el transporte de glucosa, la sintesis de glucdgeno y
la lipogénesis. En los estados de resistencia a la insulina, no hay respuesta metabdlica, pero la
respuesta mitogénica permanece intacta, por lo que se induce la transcripcion de genes de
proliferacién y supervivencia celular.

Actuando sobre tirosina quinasas se puede actuar sobre los principales defectos de la

diabetes, tales como la resistencia a insulina y la disfuncion de las células  pancreaticas. Las
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principales PTKs sobre las que se puede actuar son la c-Abl, PDGFR, VEGFR y EGFR. La
inhibicién de c-Abl (imatinib) reduce la apoptosis de células B y mejora la secrecion de insulina.
La inhibicion de PDGFR promueve la adipogénesis y se incrementa la secrecién de
adiponectina, contribuyendo a la mejora de la sensibilidad a la insulina. También se reduce la
inflamacion. La inhibicion de VEGFR (sunitinib) reduce la inflamacion al modular la
vascularidad y evitar la migracion de células T. Finalmente, la inhibicion de EGFR reduce la
resistencia a la insulina al disminuir la produccién de TNF-a y la IL-6, expresiones de la
infiltracién de macréfagos M1 en tejido adiposo. (25)

Desde el descubrimiento del efecto de los TKIs sobre la resistencia a insulina y las células
B, los ensayos clinicos deberian encaminarse en un futuro a estados clinicos prediabéticos, con
el fin de prevenir esta enfermedad metab0lica. Se necesitan mas estudios para elucidar los
mecanismos moleculares exactos de la diabetes, asi como de la accion de los TKIs para poder

prevenir y combatir con méas precision esta enfermedad.
54 OTROS USOS

Aparte del uso de farmacos que actuan sobre PTKSs en cancer, enfermedades inflamatorias,
autoinmunes y diabetes, encontramos otras aplicaciones diversas como son la malaria, la
analgesia, o la utilizacion en técnicas de diagnostico (PET), entre otras.

En la malaria, se ha visto que las PTKs estan implicadas en el complicado pero vital ciclo
de la vida del parasito. Se ha estudiado el uso de TKIs como imatinib y sorafenib in vitro para
observar su actividad antipaldica y su posible actividad sinérgica con farmacos ya usados en
esta patologia. Estos dos farmacos mostraron una prometedora actividad antipaltdica en 5 cepas
de Plasmodium falciparum y se observd sobre todo sinergia entre el imatinib y el artesunato,
farmaco antipladdico. (26)

En temas de analgesia se han visto implicados diversas PTKSs. Citando algunos ejemplos,
encontramos que al bloquear el receptor TrK se inhibe el comportamiento doloroso en dos
modelos de ratas (27), ya que TrKA media la sensibilizacién nociceptiva a través del factor de
crecimiento del nervio (NGF); y que la inhibicidn del receptor c-Kit esta asociada a la reduccion
de la sensibilidad al dolor térmico, por lo que el uso de imatinib o nilotinib seria adecuado(28).

También podemos encontrar a las PTK en técnicas de diagndstico, como en tomografia
de emision de positrones (PET), una técnica no invasiva en la que se utilizan sustancias
marcadas radioactivamente que se dirigen a células que presentan una mayor actividad
metabolica (como las células tumorales). De gran utilidad en el diagndstico y seguimiento de

enfermedades tumorales.
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5.5 TOXICIDAD

Los TKIs son efectivos en el tratamiento de diversas patologias como hemos podido
observar. Sin embargo, pueden causar toxicidad en algunos 6rganos. Con variaciones entre los
distintos TKIs, en més del 50% de los pacientes, causan toxicidad en la piel, incluyendo
foliculitis, crecimiento del vello facial, eritema facial y formas variables de alopecia; sobre todo
en erlotinib y gefitinib (actian en EGFR). Por el contrario, la foliculitis no es comun en la
utilizacién de sorafenib y sunitinib, mientras que ambos agentes se han asociado con
hemorragias subungueales. El edema parpebral es un efecto adverso frecuente del imatinib. (29)

Ademas de los efectos secundarios hematoldgicos de la mayoria de los TKIs, como la
anemia, la trombopenia y la neutropenia, los efectos extrahemoliticos mas comunes son edema,
nauseas, hipotiroidismo, vomitos y diarrea.

En cuanto a los posibles efectos a largo plazo, se produce generalmente toxicidad cardiaca
con insuficiencia cardiaca congestiva (sobre todo en pacientes con LMC en tratamiento con

imatinib, dasatinib o erlotinib).
5.6 RESISTENCIAS

Muchos pacientes con cancer no mejoran en el tratamiento con TKIs debido a las
resistencias adquiridas frente a este tipo de farmacos. Estas resistencias se dan a través de
multiples mecanismos, entre los que destacan las mutaciones, la amplificacion de genes, la
pérdida de expresion de genes, la fusion de genes, o la transformacion del epitelio mesenquimal,
entre otros. (10) En los siguientes parrafos se detallaran estos mecanismos.

Mutacion T790M: es la resistencia adquirida que primero se reconocid tras el tratamiento
con TKIs. Se debe al cambio de una treonina por una metionina en el gen EGFR y resulta en
un impedimento estérico, que afecta a la formacion de puentes de hidrégeno entre la PKT vy el
TKI. Otros estudios demuestran que esta mutacion, reduce la afinidad del TKI y aumenta la
afinidad por el ATP intracelular(30). Tras el descubrimiento de esta mutacion se desarrollaron
TKIs de 22 generacion (aftinib, dacomitinib), que son inhibidores irreversibles de EGFR. Se
unen covalentemente al sitio de union al ATP, lo que retrasa la progresion del tumor. Sin
embargo, lo mas actual son los TKIs de 32 generacion, tales como osimertinib, administrado
por via oral, y ASP8273 que esta actualmente en ensayos clinicos para evaluar la eficacia en
pacientes con cancer de pulmén no microcitico que presenten la mutacién T790M (31).

Amplificacién del gen c-MET: este gen codifica al receptor MET, especifico para el
factor de crecimiento de hepatocitos. Su activacién promueve la proliferacion y diferenciacién

celular, e induce la migracion de células epiteliales y la angiogénesis, por lo que su
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amplificacion conlleva la sobreexpresion de una gran variedad de tumores. Para superar esta
resistencia se pueden combinar varios TKIs o utilizar un anticuerpo monoclonal denominado
MetMAb que bloquea el receptor MET inhibiendo su union al factor de crecimiento de
hepatocitos.

Pérdida de expresion de PTEN: el gen PTEN es un gen supresor tumoral estrechamente
relacionado con la carcinogénesis. En ausencia de expresion de PTEN, las células tumorales
activan la via de sefializacion PI3K independientemente de la activacion del receptor EGFR.

Fusion de genes EML4-ALK: ambos genes, localizados en el cromosoma humano 2,
cuando se fusionan inducen la actividad tirosin-quinasa estimulando la via de sefializacion
PI3K/AKT/MAPK, lo que resulta en la proliferacion y diferenciacion de células tumorales y la
inhibicién de apoptosis.

Transformacion del epitelio mesenquimal: se refiere a la transformacion de las células
epiteliales en células intersticiales, perdiéndose la polaridad celular y la conexion con la
membrana basal y dando lugar a la migracion, invasion, y degradacion de las células
extracelulares de la matriz. Este proceso esta implicado sobre todo en procesos metastasicos.

Aparte de los aqui citados, existen muchos otros mecanismos de resistencia a los TKIs que
estan siendo actualmente foco de estudio ya que constituyen una reduccion en la mejora del
tratamiento del cancer. En la préactica clinica, generalmente se utiliza la combinacion de
diferentes TKIs para actuar concomitantemente sobre multiples mecanismos que contribuyen
al crecimiento tumoral, y para evitar las resistencias. También se estan desarrollando farmacos
con la tecnologia de terapia génica, que pueden inhibir la expresion del ARNm del gen de

resistencia a estos farmacos.

6. CONCLUSIONES

El desarrollo de farmacos TKIs ha abierto un nuevo campo prometedor, no solo para
la terapia del cancer, sino también para enfermedades antiinflamatorias, autoinmunes,

metabolicas como la diabetes y aplicable a muchos otros ambitos.

De los numerosos compuestos, actualmente en fase de ensayos preclinicos y clinicos,
algunos dar lugar en los proximos afios a nuevos farmacos capaces de responder a algunos de
los desafios actuales. Se esta estudiando una pequefia parte del kinoma, y existen muchas
moléculas candidatas que estan a la espera de ser descubiertas por la comunidad cientifica.

Sin embargo, debemos considerar algunos problemas que entrafian este grupo de farmacos.
Uno de ellos se refiere al hecho de que los tumores raramente se deben a la alteracion de una

sola PTK. De ahi que un solo inhibidor puede no ser suficiente para conseguir resultados
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terapéuticos Optimos, sino que se deben combinar varios inhibidores y asi obtener resultados
positivos. Por otra parte, es preciso considerar que las PTKs no solo regulan la proliferacion y
apoptosis, sino que participan también en otros procesos celulares, por lo que se pueden llegar
a dar una amplia gama de efectos adversos.

Una cuestion de gran importancia es la selectividad de un determinado inhibidor entre la
gran familia de PTKs. En oncologia nos podemos beneficiar de la amplitud de espectro, sin
embargo, en otros usos, como en inmunidad la poca selectividad no es un hecho deseable, ya
que pueden producir un mayor riesgo de infecciones. (1)

Ademas, se ha demostrado que las respuestas terapéuticas de los farmacos que actGan en
PTK varian ampliamente en pacientes individuales y en poblaciones de pacientes y dependen
de factores diversos.

Esta revision revela como principales desafios en el campo de los TKIs: (i) la necesidad
de mejorar la monitorizacion de los TKIs con técnicas minimamente invasivas; (ii) desarrollar
nuevas moléculas que actuen sobre PTKSs, tanto sintéticas como naturales y (iii) avanzar en la
busqueda de soluciones para el problema de resistencias adquiridas para mejorar la respuesta.
No obstante, el futuro de estos farmacos es indudablemente prometedor y potencialmente
permitiran grandes avances terapéuticos y mejoras en los tratamientos, aumentando la calidad

de vida de multiples pacientes.
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