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LLISTAT D’ABREVIATURES

5-FU: 5-fluorouracil

5-HIAA: acid 5-hidroxiindolacétic urinari

AJCC: American Joint Committee on Cancer
ASH1: absent, small, or homeotic like

CDX-2: cabal-type homeobox protein 2

CGA: camps de gran augment

CKT7: Cytokeratin 7

c-KIT: receptor de cél-lules mare

CNEs: carcinomes neuroendocrins

DOX: doxorrubicina

DTIC: dacarbacina

EGFR: epidermal growth factor receptor

ENETS: European Neuroendocrine Tumor Society
FGF: fibroblast growth factor

GEP-NENSs: gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasms
GRS: gammagrafia de receptors de somatostatina
IFN: interfero alfa 2b

IGFR1: receptor del factor de creixement de la insulina
ISL1: insulin gene enhancer protein-1

MEN: neoplasia endocrina multiple

MGMT: O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
MIB1: mind bomb E3 ubiquitin protein ligase 1
mTOR: mammalian target of rapamacyin

N-CAM: neural cell adhesion molecule



NENSs: neoplasies neuroendocrines

NF-1: neurofibromatosi tipus 1

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut

PET: tomografia amb emissi6 de positrons

PDGFR: platelet derived growth factor receptor

PDX: patient derived xenograft

PDX-1: Pancreatic and duodenal homeobox 1

PI3KCA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
PIP2: fosforilacio de fosfatidilinositol 4,5, -difosfat

PIP3: fosfatidilinositol 3,4,5, -trisfosfat

PTEN: phosphatase and tensin homolog

REGETNE: registre espanyol del grup espanyol de tumors endocrins
RET: rearreanged during transfection

RMN: ressonancia magnética nuclear

SEER: surveillance, epidemiology and end results program
SSAs: analegs de la somatostatina

SST: somatostatina

SSTR: receptors de la somatostatina

STZ: estreptozotocina

SUV: standarized uptake value

TC: tomografia computeritzada

TMA: temozolamida

TNEs: tumors neuroendocrins

TNM: tumor, lymph node, metastasis

TSC: esclerosi tuberosa



TTF-1: thyroid transcription factor 1
VEGF-R: vascular endotelial growth factor receptor

VHL: von Hippel-Lindau
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1. INTRODUCCIO

Les neoplasies neuroendocrines representen el 2% dels tumors
gastrointestinals i constitueixen un conjunt de malalties neoplasiques d'una
gran heterogeneitat clinica, bioquimica i de comportament Dbioldgic.
Comparteixen una série de caracteristiques histopatologiques comuns si bé
s'originen en cél-lules neuroendocrines d’amplia distribucié anatdmica incloent
cél-lules de la cresta neural (ganglioneuroma, neuroblastoma, paraganglioma),
glandules endocrines (adenoma d'hipofisi, feocromocitoma), illots endocrins
pancreatics, tiroides, cutanies, i céllules del sistema endocri difus
(gastrointestinal, broncopulmonar, timic, urogenital,...). La primera definicié com
tumors carcinoides per Siegfried Oberndorfer el 1907 va marcar la historia d’'un
grup de neoplasies que histologicament eren similars al cancer conegut en
altres localitzacions del cos, perd tenien un comportament clinic peculiar, en
ocasions indolent (carcinoide = “carcinoma-like”). Recentment s'ha adoptat el
terme neoplasies neuroendocrines gastro-entéric-pancreatiques (GEP-NENSs de
I'abreviatura en anglés “gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasms”), o
gastrointestinals i pancreatics, que és clarament més apropiada. L'espectre de
presentacié clinica dels GEP-NENs és ampli i variat'. El seu curs clinic és
també molt heterogeni, i ve donat tant per la localitzacié del tumor primari com
pel seu heterogeni comportament bioldgic. Aquest comportament por anar des
d’'indolent i cursar sense simptomes, com és el cas dels tumors diagnosticats
de manera incidental en procediments quirurgics o autopsies practicades per
altres causes, o0 cursar amb simptomes derivats de l'efecte mecanic del propi

tumor o pel potencial d'alguns d'ells de sintetitzar i excretar diferents hormones
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polipeptidiques al torrent circulatori que causen sindromes cliniques
especifiques, i en aquest cas es denominen tumors neuroendocrins funcionals.
Tot i aix0, els simptomes de presentacid més frequentment observats son
aquells derivats de l'efecte mecanic per l'ocupacido d'espai com el dolor
abdominal o I'obstruccid, invaginacié o isquémia intestinal que el tumor primari
o la fibrosi mesentérica que aquest indueix sovint quan es localitza a l'intesti
prim. Aquests simptomes (dolor abdominal, nausees, vomits, ..) poden ser de
caracter intermitent i precedir diversos anys al diagnostic. Les sindromes
cliniques hormonals, per contra, sovint faciliten i avancen el diagnostic. Aquests
tumors, d'altra banda, poden presentar-se de manera aillada o com a part d'una
sindrome genética hereditaria (neoplasia endocrina multiple tipus 1 i 2,
neurofibromatosis tipus 1, malaltia de Von Hippel-Lindau), de manera que la
historia familiar i I'existéncia d'altres tumors endocrins en el mateix individu ha

de ser sempre acuradament avaluada.

El diagnostic dels GEP-NENs esta basat en la presentacio clinica i expressio
bioquimica de la malaltia (concentracié plasmatica i/o urinaria de diverses
amines biogenes i peptids vasoactius), i en l'avaluacié radiologica i
histopatologica del tumor" 2. Els tests bioquimics sén Utils tant per a confirmar
el diagnostic i orientar la localitzacié del tumor primari, com per monitoritzar la
resposta al tractament i durant el seguiment d'aquests pacients. Existeixen
marcadors bioquimics generals i especifics de cada sindrome hormonal. Els
millors marcadors generals sén la cromogranina A i el polipéptid pancreatic. La
cromogranina A és el marcador més sensible, trobant-se elevat en el 60-80%

dels GEP-NENSs, i te un valor prondstic y predictiu de resposta als nous
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tractaments quan la davallada és significativa despres de l'inici de la nova
terapia. La concentracio de I'acid 5-hidroxi-indol-acétic en orina de 24 hores ha
de ser determinada en tot pacient amb sospita de sindrome carcinoide. La
realitzacié d'altres tests bioquimics vindra determinada per la clinica del pacient
(insulina, gastrina, somatostatina, glucago, péptid intestinal vasoactiu,..). Una
avaluacié clinica i bioquimica adequades seran de gran utilitat a I'hora
d'orientar l'estudi radiologic que determinara tant la localitzacié del tumor
primari com el seu grau d'extensio. Els tumors originats al tdorax, estémac,
duodé o coOlon se solen detectar sense dificultat mitjangant endoscopia o
tomografia computeritzada (TC). No passa el mateix amb els tumors primaris
jeju-ileals, els quals cursen amb freqliéncia amb simptomes abdominals
inespecifics i proves radioldogiques normals. Els tumors d'origen pancreatic no
funcionals en general es diagnostiquen en estadis avangats de la malaltia. Per
contra, els tumors pancreatics productors d'hormones solen ser diagnosticats
en estadis precocos, quan la malaltia és potencialment operable, en aquest cas
és imprescindible la seva localitzacié precisa mitjangant diferents técniques
d'imatge com la TC, la ressonancia magnética nuclear (RMN), I'ecografia
endoscopica o la gammagrafia de receptors de la somatostatina® >. Més del
80% dels GEP-NENs expressen receptors de somatostatina (a excepcié del
insulinoma que l'expressa només en el 50% dels casos), la qual cosa
converteix a la gammagrafia de receptors de somatostatina en I'exploracié
radioldgica probablement de més utilitat tant diagnostica com d’orientacio
terapéutica. Permet no només localitzar el tumor primari, sind també identificar
aquells pacients amb malaltia no operable o metastatica subsidiaris de

tractaments amb analegs de somatostatina lligats o no a radiofarmacs. Més
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recentment s'han desenvolupat nous tracadors amb precursors d'amines per a
la realitzacié de tomografia amb emissié de positrons (PET), com el 5-hidroxi-
triptofan-PET, o Ga-DOTA-PET que proporcionen una sensibilitat diagnostica
superior respecte a la TC o a la gammagrafia de receptors de somatostatina
més classicament utilitzada, I'octreoscan®. Finalment, el diagnostic de

confirmacié vindra determinat per I'avaluacié histopatoldgica del tumor*.
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2. EPIDEMIOLOGIA DE LES NEOPLASIES NEUROENDOCRINES

Les neoplasies neuroendocrines (NENs) s6n tumors poc frequents (2.5-5 casos
nous / 100.000 / any), encara que la seva incidéncia no ha parat de créixer en
els ultims anys (figura 1). Aixd es creu que és parcialment a causa de la millora
de les tecniques diagnostiques i possiblement també a l'augment en el
coneixement d'aquesta malaltia per part dels clinics involucrats en el seu
diagnostic i tractament. A més, la prevalencga d'aquests tumors és relativament
alta a causa de la seva llarga supervivéncia en comparacié amb altres tumors
de comportament bioldogic més agressiu (carcinomes). De fet, les GEP-NENs
soén el segon grup de tumors en estadis avancgats de major prevalenga derivats

del tracte digestiu després del carcinoma colorectal (figura 2).

Figura 1.
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Figura 2.
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Tot i que les NENs poden originar-se en qualsevol organ de l'anatomia, la
majoria son d'origen gastrointestinal o pancreatic (~ 65%) seguits en frequéncia
pels de l'arbre bronquiopulmonar (~ 25%). Dins dels tumors d'origen digestiu,
les localitzacions més comuns son el pancrees (30-40%), l'intesti prim (15-
20%) i recte (5-15%). Altres localitzacions molt menys frequents inclouen el
tracte genitourinari o I'area otorrinolaringologica, entre d'altres. Aquesta
distribucid és molt variable, no obstant, en funcié de la raca i de l'area
geografica. Aproximadament un 25% d'aquests tumors sén funcionants, és a
dir, produeixen diferents hormones que donen lloc a sindromes cliniques molt
caracteristics (p.ex. sindrome carcinoide causat per serotonina, sindrome de

Zollinger-Ellison causat per gastrina, etc ..).
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Les NENs en general sén diagnosticades en gent més jove que els
carcinomes, amb una edat mitjana al diagndstic entorn dels 60 anys. La
distribucié per sexes és similar, amb discretes variacions segons l'area
geografica (52% de dones en el registre SEER america, el 54% d'homes en el

registre RGETNE espanyol).

La gran majoria les NENs son esporadiques (> 95%), encara que també
succeeixen en el context de sindromes hereditaris familiars com les sindromes
de neoplasia endocrina multiple MEN 1 o MEN 2, la sindrome de von Hippel-
Lindau (VHL), I'Esclerosi tuberosa (TSC) o la Neurofibromatosi tipus 1 (NF-1).
La identificacié d'alguns gens implicats en aquestes sindromes familiars ha
contribuit a aclarir parcialment alguns dels mecanismes involucrats en la
patogénesi d'aquests tumors. MEN1 és una sindrome autosdmic dominant
caracteritzat fonamentalment pel desenvolupament d'adenomes de
paratiroides, adenomes pituitaris i GEP-NENs, que resulta de mutacions
inactivants en linia germinal del gen MEN 1, localitzat en el cromosoma 11q13.
El proto-oncogen RET és el responsable de la sindrome MENZ2, caracteritzada
per l'associacid de carcinomes medul-lars de tiroides, feocromocitomes i
hiperplasia paratiroidal. Finalment, la malaltia de von-Hippel Lindau és una altra
sindrome autosdmica dominant en el qual, a més d'existir un augment
d'incidéncia de carcinomes renals i hemangioblastomes, s'associa a un major
risc de feocromocitomes i NENs pancreatiques. EI gen VHL responsable,
localitzat en el cromosoma 3p25, és un gen supressor de tumors que regula la

proliferacio cel-lular induida per la hipdxia i I'angiogenesi.
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L'evolucié de les NENs és molt variable, depenent fonamentalment del grau
d'extensié de la malaltia (estadi) i d'algunes caracteristiques patologiques del
tumor com és el grau de diferenciacié o I'index proliferatiu (Ki-67). Globalment
el pronostic varia també de manera notable segons I'origen del tumor primari, si
bé és substancialment millor que per a altres neoplasies de similar origen
anatomic. Aixi, les dades publicades més recentment del registre america
(SEER, 1973-2007), amb més de 50.000 casos registrats, indiquen taxes de
supervivéncia als 5 anys per tumors originats en recte, apéndix, intesti prim,
estdmac o colon el 89 %, 81%, 68%, 64% i 55%, respectivament. Les pitjors
taxes de supervivéncia van ser observades en tumors d'origen pancreatic, amb
una supervivéencia a 5 anys del 38%. Aquestes xifres amb prou feines han
millorat al llarg de ['ultima década malgrat els inquestionables avengos
diagnostics i terapéutics experimentats, la qual cosa podria ser atribuit,
almenys parcialment, al fet que aquests avengos probablement no estiguin
arribant a una gran majoria dels pacients , que continuen amb frequéncia no
sent derivats a centres de referéncia amb experiéncia en el maneig d'aquesta

complexa malaltia.
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3. DIAGNOSTIC ANATOMOPATOLOGIC | SISTEMES DE CLASSIFICACIO

3.1 Caracteristiques anatomopatologiques de les NENs

Les NENs es classifiquen en funcié del grau histologic. Existeixen basicament
dos grans grups: els tumors neuroendocrins (TNEs) ben diferenciats i els

carcinomes neuroendocrins (CNEs) pobrament diferenciats.

Els TNEs ben diferenciats tenen trets comuns en les seves diferents
localitzacions. Des d'un punt de vista microscopic, aquests tumors tenen una
morfologia molt caracteristica i estan constituits per cél-lules monotones, amb
nuclis monomorfs i cromatina dispersa. Les ceél-lules es disposen en nius,
cordons o trabecules, separats per un estroma fibrovascular. Hi pot haver
fibrosi i calcificacié. Alguns tumors tenen estroma hialinitzat. Des d'un punt de
vista immunohistoquimic, les cél-lules tumorals solen ser positives per
cromogranina A i sinaptofisina. Es important valorar la capacitat proliferativa
amb la determinacio del Ki-67 i del numero de mitosis (figures 3,4).Per contra,
els carcinomes neuroendocrins pobrament diferenciats de diferents
localitzacions sén similars als que es troben en el tracte respiratori i el pulmo.
En aquests casos, la imatge microscopica correspon a un TNE de cél-lules
petites 0 grans. Les cél-lules tumorals tenen mida variable i mostren un nucli
oval hipercromatic. Es disposen en grans grups, encara que en ocasions
adopten un vague patré organoide. Les céllules mostren marcada atipia
citologica, elevat index mitotic, cél-lules apoptotiques i necrosi. Una elevada

proporcio dels grups cel-lulars mostra necrosi «bruta» en la seva zona central.
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Alguns nius poden mostrar arquitectura en rosetes. Generalment, hi ha

abundants imatges d'invasié vascular i limfatica (Figura 5).

Figura 3: Imatge de tumor neuroendocri ben diferenciat, grau 1, amb Ki-67<2%
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Figura 4: Imatge de tumor neuroendocri ben diferenciat, grau 2,

amb Ki-67 2-20%
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Figura 5: Imatge de carcinoma neuroendocri pobrament diferenciat, grau 3,

amb Ki-67>20%

La classificaci6 de ['Organitzaci6 Mundial de la Salut (OMS) de 2010
practicament obliga a la utilitzacié de tres tipus de marcadors per a la tipificacio
de les NENs. Aquells que son aconsellables per verificar la naturalesa
neuroendocrina d'un tumor (cromogranina A i sinaptofisina) i el marcador de
proliferaciéo Ki-67, imprescindible per a una adequada valoracié del grau
histologic del tumor. La valoracié de I'index de proliferacié és complementaria a
'avaluacié de Ki-67. La demostracio de la diferenciaci6 neuroendocrina
mitjangcant I'ts de marcadors immunohistoquimics és moltimportant en el
diagnostic de les NENs. Els marcadors recomanats son la cromogranina A'i la
sinaptofisina, i haurien de ser aplicats en la gran majoria de les NENSs, incloses
les biopsies de tumors metastatics. Altres marcadors (cromogranina B, CD
[cluster de diferenciacid]-56 / N-CAM [neural cell adhesion molecule], CD57 /
leu7 [Leucocyte antigen 7]) no sén recomanables pels seus baixos nivells de
sensibilitat o especificitat, encara que sdn opcionals en casos en qué algun

dels marcadors principals (cromogranina A o sinaptofisina) siguin negatius i hi
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hagi un dubte raonable de la naturalesa neuroendocrina del tumor per la seva
aparenca microscopica. Aquests marcadors s'expressen universalment en les
NENs de diverses localitzacions i també en els feocromocitomes i

paragangliomes.

La quantificaci6 amb Ki-67 és un parametre essencial en la valoracié d'una
NENs. La valoraci6 del percentatge de céllules que expressen Ki-67
proporciona un metode de quantificacio de la taxa de proliferacio precis i fiable

sempre que s'apliqui amb una metodologia acurada, que complementa o
substitueix la quantificacié de I'index mitotic. La valoracié de Ki-67 s'ha de fer
amb la major precisié possible en les arees de major activitat proliferativa
(hotspot). Aquest és un punt important, ja que la seleccié d'aquestes zones de
major proliferacio és la font més important de variacié entre diferents
observadors. Es important prestar especial atencié a evitar la valoracié de
cél-lules positives no neoplasiques (limfocits, elements estromals) que poden
alterar la quantificacido de la proliferacié cel-lular. Hi ha diversos métodes de
quantificacio de Ki-67. EI més simple és l'estimacié sense quantificacido de
cél-lules individuals (eyeballed, «a ull»), perd, en general, es considera un
meétode altament subjectiu i imprecis. També s'han proposat sistemes
automatitzats, que no estan exempts de problemes, ja que poden quantificar
elements no neoplasics o hemosiderina. Aquests sistemes no resolen el
problema de la seleccié del camp per quantificar. A més, no estan sempre
accessibles a la practica clinica i solen implicar un pressupost elevat. El métode
més efectiu és la quantificacid cél-lula a cél-lula de 2.000 cél-lules en arees de

maxima immunotincid. Tot i que aquesta valoracid es pot realitzar al
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microscopi, també pot fer-se sobre una pantalla d'ordinador o en una impressio
de la imatge capturada. Es un métode altament reproduible i rapid (s'estima en

6 minuts el temps necessari).

Les tincions amb hormones peptidiques (insulina, glucagd, somatostatina,
gastrina) només s'han d'utilitzar en casos especials, com en neoplasia
endocrina multiple (MEN) -1 amb multiples tumors pancreatics en els quals cal
demostrar la funcionalitat d'un tumor. A la resta de NENSs, la funcionalitat es

defineix per la simptomatologia i la serologia.

L'Us de marcadors immunohistoquimics tissulars és de molt interés en el cas de
NENs que es presenten com cancers d'origen desconegut, sense que hi hagi
una evidencia concloent del seu origen primari. En aquesta situacio, és
recomanable utilitzar panells d'anticossos. S'ha suggerit que el panell de PDX-1
(Pancreatic and duodenal homeobox 1), CDX-2 (cabal-type homeobox protein
2), TTF-1 (thyroid transcription factor 1) i CK7(Cytokeratin 7) pot permetre
distingir entre origens gastrointestinal, pancreatic i broncopulmonar en un
nombre significatiu de casos. Cal pensar en un origen pulmonar quan la NEN
expressa TTF1, CK7 o ASH1 (absent, small, or homeotic like), encara que
algunes NENs gastrointestinals poden mostrar positivitat per algun d'aquests
marcadors. L’expressi6 de PDX-1 i CDX2 pot orientar cap a un origen
pancreatic i intestinal, encara que l'expressi6 de CDX2 pot observar-se en
algunes NENs pulmonars. D'altra banda, I'expressié de PDX-1 i ISL1 (insulin
gene enhancer protein-1) afavoreix un origen pancreatic, perd no ho exclou si

aquests marcadors soén negatius. Un altre marcador d'interés és la cadherina
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17, que s'ha suggerit com més especifica d'origen gastrointestinal que CDX2.
Algunes NENSs colorectals son negatives per a tots els marcadors i existeix una
clara manca de biomarcadors tant per al diagnostic precis com per a un valor

pronostic i predictiu de resposta als tractaments.

Existeix un interés creixent en identificar marcadors prondstics en NENs
especialment per la peculiar forma de comportament d'aquests tumors. D'altra
banda, ateses les perspectives d'utilitzaci6 de farmacs contra dianes
especifiques, hi ha expectatives sobre el possible futur Us de marcadors
predictius de resposta. CD117 és un marcador de mal pronostic associat a
invasié vascular i la positivitat no s'associa a mutacions activadores en el gen
c-kit. En tumors pancreatics altres marcadors d'agressivitat son CK19,
ciclooxigenasa-2, p27 i CD99. Els marcadors associats a resposta terapeutica
inclouen subtipus de receptors de somatostatina, MGMT (O-6-methylguanine-
DNA methyltransferase), VEGF-R (vascular endotelial growth factor receptor),
PDGFR (platelet derived growth factor receptor) i membres de la via mTOR
(mammalian target of rapamacyin). No obstant aix0, la relacié entre
immunotincid i resposta terapéutica esta en procés de validacié. El valor
predictiu de resposta als inhibidors de mTOR de les alteracions moleculars en
PI3KCA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) / PTEN (phosphatase
and tensin homolog) aixi com dels nivells basals i evolutius de p-Akt haura de
ser validat en el futur. D'altra banda, s'ha observat pérdua de la seva expressio
de MGMT en un 50% dels TNE pancreatics, sent excepcional en els intestinals.
S'ha suggerit que la disminucié de MGMT s'associa a una major sensibilitat al

tractament amb temozolamida.
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3.2 Sistemes de classificacio

La classificaci6 de les NENs ha variat molt en els ultims anys. La seva
complexitat i heterogeneitat ha estat reflectida en les diverses classificacions
que s'han succeit al llarg dels anys, des de la primera designacié com tumors
«carcinoides» per Siegfried Oberndorfer (1907), passant per la classificacié de
Williams i Sandler (1963) basada en l'origen embrioldgic i la situacié anatdmica
de l'intesti anterior, mig i posterior, fins arribar a les propostes de classificacié
sorgides del grup de Capella, Heitz i Solcia en els anys noranta i que van ser la
base per a la classificacié de 'OMS en els anys 2000 i 2004, respectivament.

La necessitat d'unes pautes estandarditzades en el maneig dels pacients amb
NENs va portar a I'European Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) a
publicar unes guies per al diagnostic i tractament d'aquests tumors. En elles es
van proposar classificacions TNM (tumor, lymph node, metastasis, staging
system) de les NENs especifiques per a cada territori 0 drgan, que difereixen
discretament en algunes d'aquestes localitzacions de la classificaci6 TNM
posteriorment proposada per I'American Joint Committee on Cancer (AJCC).

Aixi mateix, la ENETS va proposar un sistema de gradaci6 estandarditzat basat
en l'index proliferatiu Ki-67 o en I'index mitdtic que classifica els TNE en tres
graus (taula 1). Aixi, en tota bidpsia en la qual es reconegui una morfologia
amb caracteristiques de NEN, i un cop demostrada l|a naturalesa
neuroendocrina mitjangant immunotincié amb cromogranina A i/o sinaptofisina,
s'ha d'establir I'activitat proliferativa, bé comptant mitosi en 40 camps de gran
augment (CGA) i seleccionant 10 CGA amb la major activitat (mitosi per

10CGA) o, preferiblement, determinant I'index de proliferacié Ki-67 (MIB1: mind
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bomb E3 ubiquitin protein ligase 1) de 2.000 cél-lules en arees de maxima
immunotincié (és a dir, comptant 20 grups de 100 cél-lules). Aquest sistema de
gradaci6 ha estat incorporat en I'Ultima classificaci6 de I'OMS de 2010
actualment vigent (taula 2).

En resum, la classificaci6 de 'OMS de 2010 classifica les NENs en les

seguents categories:

* Tumors neuroendocrins ben diferenciats
Des d'un punt de vista microscopic, aquests tumors tenen una morfologia molt
caracteristica i estan constituits per cél-lules monotones, amb nuclis monomorfs
i cromatina dispersa, disposades en nius, cordons o trabécules. Solen ser
positius per cromogranina A i sinaptofisina. Aquests tumors poden ser de grau
1 (TNE G1) quan tenen un percentatge de cél-lules que expressen el marcador
de proliferacié Ki-67 en menys del 2% o un index mitotic <2 x 10 CGA. Es
classifiquen en grau 2 (TNE G2) quan el percentatge de cellules que
expressen el marcador Ki-67 oscil-la entre el 3-20% o mostren un index mitotic
que varia entre 2-20 x 10 CGA. Es important esmentar que, si els indexs de
mitosi i de proliferacié Ki-67 son discordants, s'ha de seleccionar el de major
grau. Els tumors pulmonars d'aquest grup serien els tumors carcinoides (G1) i

els tumors carcinoides atipics (G2).

* Carcinomes neuroendocrins pobrament diferenciats
Aquest és un grup heterogeni que inclou diversos tipus de tumors. D'una
banda, inclou TNE molt similars als de baix grau (G1 o G2), perd que mostren

percentatges de positivitat per Ki-67 o indexs mitotics superiors(Ki-67> 20% o

28



index mitotic> 20 x 10 CGA). Els tumors solen expressar cromogranina A i
sinaptofisina. D'altra banda, inclou també TNE que presenten la morfologia dels
carcinomes neuroendocrins de cél-lula petita o de célllula gran de pulmo.
Aquests tumors solen tenir indexs de Ki-67 superiors al 20% i indexs mitotics
de> 20 x 10 CGA. En aquests casos, la imatge microscopica correspon a un
TNE de cél-lules petites o grans. Les tecniques immunohistoquimiques solen
demostrar positivitat per sinaptofisina, cromogranina i queratines de baix pes

molecular.

Convé ressaltar que existeix certa controvérsia pel que fa a les lesions que
s'engloben en aquest apartat. A la classificacié actual, aquesta categoria inclou
tant els TNE amb morfologia ben diferenciada que tenen criteris de proliferacié
(mitosi i Ki-67) en el rang G3, com els carcinomes neuroendocrins de ceél-lula
gran i petita. Hi ha autors que consideren que aquests dos tipus tumorals tenen
biologies diferents. En aquest sentit els estudis moleculars han demostrat que
ambdods tipus tumorals tenen un perfil totalment diferent. També s'ha vist que
en ocasions, mentre que un TNE G1 i G2 pot evolucionar a un TNE G3,
rarament ho fa a un carcinoma neuroendocri de cel-lula petita o de cél-lula
gran. No obstant aix0, val la pena esmentar que, en algunes seéries, els tumors
amb mitosi en el rang de G2 (<20/10CGA), pero index de Ki-67 en el rang de
G3 (> 20%), tenen un prondstic millor que els carcinomes neuroendocrins G3
amb morfologia de carcinoma neuroendocri pobrament diferenciat o

concordanca de mitosi i Ki-67 en el rang de G3.
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* Carcinoma mixt adenoneuroendocri
Aquest és un tumor en el qual el component neuroendocri, generalment d'alt
grau, coexisteix amb un component epitelial maligne, de tipus carcinomatos.
Existeixen evidéncies que tots dos components tenen un origen clonal i que,
previsiblement, el component neuroendocri s'origina del tumor epitelial

preexistent.

* Lesiones hiperplasiques i preneoplasiques
Aquesta categoria fa referéncia a les lesions hiperplasiques neuroendocrines
que freqientment hi ha al pancrees o el tracte gastrointestinal i que son la lesié

precursora dels TNE.

Taula 1. Gradacié de les neoplasies neuroendocrines

gastroenteropancreatiques proposada per la ENETS.

Grau Numero de mitosis/10 CGA Index Ki 67 (%)
G1 1 <2%
G2 2-20 3-20 %
G3 >20 >20 %

CGA: camp de gran augment (1CGA =2 mm2);
Ki-67 (anticos MIB-1), % de 2.000 cél-lules en arees de maxima tincié nuclear.
*S'inclouen com a G3 tots aquells tumors neuroendocrins morfoldbgicament ben

diferenciats perd amb index Ki-67> 20%.
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Taula 2. Classificacié de la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) de 2010 de

les neoplasies neuroendocrines gastroenteropancreatiques.

Classificacié de 'OMS 2010

1. TNE ben diferenciats *

* TNE G1: Ki-67 < 2% o index mitotic <2 x 10 CGA

* TNE G2: Ki-67 3-20% o index mitotic 2-20 x 10 CGA

2. CNE pobrament diferenciats *

* CNE G3 de cél-lula gran o petita (Ki-67> 20% o index mitotic> 20 x 10 CGA)
3. Carcinoma mixt adenoneuroendocri

4. Lesions hiperplasiques i preneoplasiques

CNE: carcinomes neuroendocrins; TNE: tumors neuroendocrins.
* En cas de discrepancia entre index Ki-67 i index mitotic, s'assumira el de

major grau.
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diagnostic i pronostic
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4. PRESENTACIO CLINICA, DIAGNOSTIC | PRONOSTIC DELS GEP-NENS

4.1 Presentacio clinica

Els GEP-NENs poden presentar-se amb simptomes especifics 0 amb quadres
clinic-radiologics que resulten molt poc especifics i de dificil diagnostic. La
localitzacié anatomica del primari influeix en la seva presentacio clinica i també
en el seu potencial invasiu i pronostic, donat que no tots els GEP-NENs tenen
la mateixa capacitat de metastatitzar (taula 3).En [I'analisi multivariant de
35.825 casos de NENs de la base de dades SEER nord-americana, van trobar
que la localitzacié del tumor primari era un dels factors pronostic, aixi com el

grau histologic, el sexe, la raga, i 'edat’.

Les caracteristiques de presentacié clinica poden ser molt variables, segons la
produccié hormonal y la propia localitzacié de la tumoracié primaria o la
preseéncia de metastasis. Les taules 4 i 5 resumeixen els simptomes relacionats

amb les diferents NENs segons localitzacio.
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Taula 3. Frequéncia de metastasis i supervivéncia segons la localitzacié del

tumor primari

Localitzacié del tumor

Metastasis al diagnostic

Supervivencia a 5 anys

primari
Budell prim 75% 65%
Colon 60% 15%
Apéndix <5% 60%
Estomac 25% 30%
Recte 40% 40%
Pancrees 65% 45%
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Taula 4. Presentacio clinica caracteristica de les NENs segons localitzacio.

Localitzacio Amines/péptids | Caracteristiques | Metastasis | Associacio
cliniques a MEN1
Foregut (intesti anterior)
Bronquial, timus, | 5-HTP, Obstruccio Fetge, 10%
estdmac, primera | histamina, pulmonar, ganglis
porcido duodenal, | ACTH, ADH, | sindrome limfatics,
i pancrees CRH, GH, | carcinoide atipic | Ossies
gastrina
Midgut (intesti mig)
Segona  porcié | Somatostatina, Obstruccio Fetge (60- | -
duodenal, jeju, ili | prostaglandines, | intestinal, 80%),
i colon dret bradiquinines sindrome Ganglis
carcinoide tipic limfatics
Hindgut (intesti posterior)
Colon transvers, | Produccidé local | Troballa Fetge, -
descendent, de serotonina, | incidental, Ossies (5-
sigma i recte péptid YY, | simptomes 40%)
glicerina, locals.

neurotensina, 5-
HTP, i daltres

hormones.
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Taula 5. Caracteristiques de les NENs d’origen pancreatic.

Nomenclatura Amines/péptids | Caracteristiques Metastasis | Associacio
cliniques a MEN1
Insulinoma Insulina, Neuroglucopeénia 10% 5-10%
proinsulina
Gastrinoma Gastrina Sindrome de | 60-90% 25%
Zollinger-Ellison
(ulcera péptica,
diarrea i  dolor
epigastric)
VIPoma VIP Diarrea aquosa | 80% 10%
hipopotassémia i
aclorhidria.
Glucagonoma Glucago Eritema necrolitic | 80-90% 5-17%
migratori, diabetis,
caqueéxia.
Somatostatinoma | Somatostatina Litiasis,  diabetis, | 60-70% 5-10%
esteatorrea,
aclorhidria
Tumors no | Polipéeptid Simptomes 60% 20-30%
funcionants pancreatic relacionats amb la

massa tumoral
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4.2 Diagnostic

4.2.1 Diagnostic bioquimic
La determinacio dels nivells plasmatics de multiples hormones peptidiques s'ha
convertit en una eina essencial no només en el diagnostic siné6 també en el
seguiment dels pacients amb tumors neuroendocrins. Alguns marcadors poden
aportar, aixi mateix, una informacié important sobre el pronostic de la malaltia o
la resposta al tractament. Aquests marcadors tumorals poden dividir-se en
marcadors especifics i generals. L’acid 5-hidroxiindolacétic urinari (5-HIAA), el
neuropeptid K, la neurotensina, la substancia P i altres taquiquinines son
marcadors especifics de tumors originaris en tracte digestiu, mentre que la
gastrina, la insulina, el péptid C, el péptid vasoactiu intestinal, el glucago, la
somatostatina, etc., sén marcadors especifics de tumors neuroendocrins

d’origen pancreatic.

En l'actualitat la determinacié plasmatica de cromogranina A es considera la
prova meés sensible per al diagnostic dels TNE, especialment d'aquells
localitzats budell prim. En aquest grup, diversos estudis han mostrat una
sensibilitat entre el 64% i el 100%°. Els valors més elevats es
troben en pacients amb tumors de budell prim amb metastasis hepatiques
(sensibilitat entre el 87% i el 91%)". No hi ha prou estudis en poblacié sana per
determinar l'especificitat del meétode, encara que les dades publicades
suggereixen una especificitat molt elevada (86-100%), un cop exclosos
pacients amb causes conegudes de resultats falsos positius, com insuficiéncia

renal, tractament amb inhibidors de la bomba de protons o gastritis cronica
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atrofica. Els seus nivells es relacionen estretament amb el volum tumoral. Els
pacients amb cardiopatia carcinoide solen presentar en conjunt valors
plasmatics entre dues i tres vegades més grans que aquells sense ella.
Després del tractament amb analegs de la somatostatina és frequent observar
una disminucié en els nivells de cromogranina A, perdent-se aquesta correlacio
amb el volum tumoral. La elevacié dels nivells de cromogranina A durant el
seguiment precedeix amb frequéncia a la verificacié radioldgica de la recidiva
tumoral. Valors especialment elevats de cromogranina A s'han associat a un
pitjor pronostic, preséncia de malaltia simptomatica i empitjorament de la
qualitat de vida. Els nivells de cromogranina A estan frequentment elevats en
els tumors endocrins pancreatics. La seva sensibilitat oscil-la entre el 64% i el
100% i la seva especificitat és aproximadament d'un 85%. No obstant aix0, es
considera que les hormones especifiques produides per cada tumor son el
marcador més sensible per al diagnostic en cada cas. La determinacié de
cromogranina A és especialment poc util per al diagnostic de l'insulinoma
(sensibilitat al voltant del 10%) i, en canvi, molt util per al diagnodstic de
gastrinomes (sensibilitat practicament del 100%). El seu valor es relaciona amb
la massa tumoral i amb la preséncia de metastasis hepatiques, excepte en el
cas dels gastrinomes, que solen presentar nivells especialment elevats de
cromogranina A, en relacié amb la hiperplasia de cél-lules cromafins produida
per la hipergastrinémia. Si bé existeixen diferéncies en funcié del métode
emprat, en l'actualitat es considera el marcador tumoral plasmatic més sensible
per al diagnostic dels TNE pancreatics no funcionants (64-84%). Durant el
seguiment, les variacions en els valors de cromogranina A prediuen I'evolucié

de la malaltia.
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L’enolasa neuronal especifica es localitza en el citoplasma i, a diferéncia de la
cromogranina A, no és secretada. L'elevacidé dels seus nivells plasmatics en
alguns TNE es deu a una alta taxa de mort cel-lular. La determinacié d’enolasa
neuronal especifica s'utilitza des de fa anys per al diagnostic, el control de la
resposta al tractament i la deteccidé de recidives en pacients amb carcinoma
pulmonar microcitic i neuroblastoma i en CNE del tracte digestiu on resulta
especialment util donada la major sensibilitat i especificitat comparada amb la

cromogranina A.

Un percentatge minim de pacients amb TNE de primari entéric (13%) i una
mica més gran (45-58%) de pacients amb TNE d'origen pancreatic
(especialment no funcionants) presenten nivells elevats de polipeptid

pancreatic.

Tot i que els TNE de budell prim secreten freqiientment serotonina i aquesta es
pot emprar com a marcador de la malaltia, no és facil mesurar els seus nivells
en plasma de manera fiable per la interferéncia de la serotonina plaquetaria.
Tradicionalment, el seu producte de degradacio, el 5-HIAA, ha estat determinat
en orina de 24 hores per al diagnostic. Es recomana la realitzacié d’almenys
dos determinacions en dies consecutius. S'han d'evitar aliments rics en
serotonina (platans, nous, pinya, tomaquet, kiwi, alvocat, prunes, etc.), que
poden elevar els nivells de 5-HIAA. Els metabdlits de certs farmacs també
poden ocasionar resultats falsos positius: paracetamol, salicilats, levodopa, etc.

El tractament amb inhibidors de la monoaminooxidasa impedeix la
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transformacié de la serotonina en 5-HIAA, i disminueix la sensibilitat de la
prova, de manera que aquests s'han de suspendre almenys 48 hores abans de
la determinacié. La sensibilitat del 5-HIAA urinari per al diagndstic dels tumors
carcinoides és inferior a la de la cromogranina A (76% en tumors de budell
prim, el 31% en tumors pancreatics, practicament inutil en tumors de budell
gruixut)®; perd, la seva especificitat és clarament superior i arriba en algunes
séries al 100%. En pacients amb TNE de budell prim, els nivells de 5-HIAA
urinari guarden relaci6 amb el volum tumoral i el prondstic de la malaltia. Els
pacients amb TNE de primari bronquial no solen produir serotonina; pero, de
vegades, presenten una sindrome carcinoide atipic com a consequéncia de la
secreci6é d'histamina pel tumor. En aquests casos, la determinacié d'histamina i
els seus metabdlits en orina de 24 hores pot ser util per al diagnostic i el
seguiment de la malaltia. La secrecié de serotonina per TNE de budell gruixut
és un fet excepcional. En aquests tumors, els marcadors generals com
cromogranina A solen ser d'utilitat. Aixi mateix, s'han descrit nivells elevats de
péptid YY i glicentina en alguns casos, que poden ser utilitzats com a

marcadors més especifics.

La determinaci6 de les hormones pancreatiques especifiques és probablement
el métode més sensible i especific per al diagnostic de insulinomes,
gastrinomes, VIPomes, etc. No obstant aixd, amb frequéncia aquestes es
troben només lleugerament elevades, pel que sén necessaries proves
dinamiques i test d'estimul. El dejuni prolongat segueix sent la prova d'eleccié
per al diagnostic dels insulinomes. La determinacié de B-hidroxibutirat durant el

test de dejuni ha estat defensada com una prova amb un alt valor predictiu
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negatiu que podria fer innecessari prolongar el dejuni fins a 72 hores en alguns
casos. La determinacié de gastrina s'ha d'acompanyar del mesurament del pH
gastric, sempre que els seus nivells siguin elevats, per evitar possibles falsos
positius (gastritis cronica atrofica). Es recomana suspendre el tractament amb
inhibidors de bomba de protons i anti-H2 almenys 14 i 3 dies abans,
respectivament. En el cas que els nivells de gastrina basal no siguin
concloents, l'estimul amb secretina ha demostrat una alta sensibilitat i
especificitat (95% i 95%). Un cop realitzat el diagnostic, la determinacié de tots
els péptids pancreatics disponibles és util, ja que aporta informaci6é prondstica
(els tumors que secreten dues o més hormones, exclosos la cromogranina i el
polipéptid pancreatic, s'associen a una menor supervivencia) i permet utilitzar

més parametres en el seguiment.

4.2.2 Diagnostic per a imatge
Les técniques hibrides de medicina nuclear, combinaci6 d'una imatge funcional
com el PET i una imatge morfoldgica com la TC presenten avantatges sobre la
imatge funcional aillada, com soén lI'augment de sensibilitat i especificitat derivat
de la fusio directa de la informacié anatomica i funcional, la millor quantificacié
de la captacié del tragador, i a més el plus d’'informacié derivat de la imatge de
la TC. Els estudis hibrids PET / TC emprats per al diagnostic i seguiment dels
TNEs estan en permanent desenvolupament, amb la incorporacié continua de
nous tracadors®. La possibilitat de fusionar les dades funcionals obtingudes en
la PET amb les dades anatdomiques de la TC presenta avantatges en la

localitzacid anatomica i correccid d'atenuaci6. A més, respecte a la
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gammagrafia de receptors de somatostatina (GRS), la PET ofereix millor
resolucié espacial (detecta lesions de 3-6 mm enfront de10-15 mm) i permet la
quantificacioé de la captacioé del tragador en les lesions, facilitant el seguiment
del pacient. El desenvolupament de nous tragcadors PET per a la deteccié de
TNEs es fonamenta en les diferents caracteristiques de les cél-lules
neuroendocrines: les ceél-lules neuroendocrines presenten propietats com
posseir granuls secretors, produir péptids i amines bidgenes, i expressar en
grans quantitats diferents receptors de membrana. Amb base en aixd s'han

desenvolupat dos grups de tragadors PET.

4.2.2.1Radiofarmacs PET que actuen sobre el metabolisme cel-lular
* 18F-fluorodeoxiglucosa (18F-FDG).
» 18F-fluorodopa (18F-LDOPA).

* 11C-5-hidroxitriptéfano (11C-5-HTP).

La 18F-FDG és, amb diferéncia, el radiofarmac PET més utilitzat en patologia
oncologica. La seva ocupacido es basa en l'augment de la glicolisi de les
cél-lules tumorals per la seva elevada taxa de creixement i replicacio. La 18F-
FDG no és el tragador d'eleccié en TNEs, ja que sén tumors de creixement lent
gue no solen presentar alta avidesa per la glucosa. L'us de la 18F-FDG s'ha de
limitar als CNEs amb una taxa de proliferaci6 augmentada. Basant-se en
I'anterior, els TNEs que capten FDG presenten una taxa decreixement
augmentada i, per tant, la FDG positiva és indicativa d'un pitjor prondstic.
També pot resultar d'utilitat en tumors amb baixa expressié de receptors de

somatostatina com el insulinoma o el carcinoma medul-lar de tiroide. No
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obstant aix0, el paper de la 18F-FDG en els TNEs esta encara pendent de

definir.

La 18F-LDOPA s'utilitza en TNEs amb base en la capacitat d'aquests tumors
de captacié i decarboxilacid dels precursors de les amines, com 5-
hidroxitriptéfano i L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). S'ha descrit un augment
d'activitat de la L-DOPA-descarboxilasa en els TNEs, en el 80% dels TNEs, de
manera que aquest parametre podria ser utilitzat com un marcador de I'activitat

tumoral.

4.2.2.2. Radiofarmacs PET que actuen sobre receptors de superficie cel-lular
Les célllules dels TNEs es caracteritzen per sobreexpressar receptors de
somatostatina als quals s'uneixen tracadors PET com els 68Ga-DOTA-péptids.
S'han desenvolupat diferents analegs derivats d’octreotide, lanreotide i
vapreotide:

* 68Ga-DOTA-TOC.

* 68Ga-DOTA-TATE.

* 68Ga-DOTA-NOC.

Els péptids marcats amb 68Ga han revolucionat el diagnostic dels TNEs, perd
segueixen sent molécules en fase d'investigacié. Els avantatges que ofereixen
respecte a la GRS son les seguents: técnicament, presenten I'avantatge que la
seva sintesi i procés de marcatge és senzill. El galli potser obtingut de forma
facil i econdmica a partir del generador de 68Ge / 68Ga.; L'adquisicio de I'estudi

PET / TAC consumeix menys temps que la GRS (dues hores en lloc de quatre i
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sense imatges de 24 hores); El calcul de l'index SUV (standarized uptake
value) permet realitzar una valoracié semiquantitativa de I'activitat en regions
d'interés dibuixades sobre les imatges. EI SUV es defineix com el quocient
entre la concentracié de FDG en el tumor (expressada en NCI/g) i la dosi
injectada (en NCI) dividida pel pes corporal en grams. Amb la determinacio del
SUV maxim dins de la lesio, que és I'index més comunament utilitzat, es pretén
valorar el grau de malignitat d'una lesio i la discriminacio de lesions benignes i
malignes. EI SUV maxim ha demostrat recentment tenir valor pronostic.; La
major resolucié espacial del tomograf PET, en comparaci6 amb la

gammagrafia, proporciona una millor visualitzacié de lesions petites.

El 68Ga-DOTA-NOC és el radiofarmac d'aquest grup més util i més prometedor
en el diagnostic de TNEs, degut a la seva afinitat per major nombre de

receptors (subtipus 2, 3 i 5) i ala seva dosimetria més favorable.

La PET amb aquests tragadors ofereix una major resolucié de la imatge i una
millor farmacocinética en comparaci6 amb la GRS. Ofereix resultats
prometedors en la deteccid del TNEs i a més proporciona informacio
diagnostica rellevant en la estadificacié. Un altre aspecte avantatjés és que la
seva unid a receptors de somatostatina permet detectar el grau d'expressié
d'aquests receptors de les ceél-lules tumorals, el que es relaciona amb el seu
grau de diferenciacié i és fonamental a I'hora de la planificacié de la terapia. El
68Ga-DOTA-NOC mostra una elevada sensibilitat perla visualitzacio de petites
lesions, especialment ganglis i metastasis oOssies, aixi com tumors en

localitzacions no habituals.
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Les principals indicacions de les técniques de medicina nuclear en el diagnodstic
dels TNEs son les seguents:

1. Localitzacié del tumor primari desconegut.

2. Estadificacio inicial i restadificaci6 de la malaltia.

3. Seleccié de pacients candidats a tractaments dirigits amb analegs de
somatostatina valorant la preséncia de receptors en el tumor (de forma visual o
semiquantitativa).

4. Monitoritzaci6 de la terapia.

Encara que s'accepta de forma general que els TNEs ben diferenciats son
generalment de baix grau, hi ha carcinomes ben diferenciats amb un elevat
index Ki-67. Fins ara I'eleccié de I'estudi gammagrafic es realitzava amb base
en el grau de diferenciacié tumoral. No obstant aix0, investigacions recents
aporten evidéncia de la importancia de I'agressivitat tumoral, independent del

grau de diferenciacié cel-lular.
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5. BIOLOGIA MOLECULAR DE LES NEOPLASIES NEUROENDOCRINES

La combinaci6 dels avencos oferts per técniques classiques
(immunohistoquimica, bioquimica clinica, imatge) i per l'estudi de la biologia
molecular de les NENs esta facilitant un millor i més profund coneixement
d'aquests tumors. Aixi, mitjancant analisis genetiques avangades s'han
identificat mutacions i alteracions especifiques en gens subjacents en la génesi
de les NENs, mentre que nous estudis cel-lulars i moleculars estan permetent
desxifrar la implicacié de diferents factors de creixement, hormones i altres
senyals endocrines, aixi com dels seus corresponents receptors i rutes de
senyal, en la génesi i el desenvolupament de les NENs. La informacio6 sobre les
propietats i causes de les NENs, juntament amb estudis funcionals in vivo i in
vitro en models animals i cellulars, respectivament, ofereixen un visi6 més
completa i detallada de les NENs, que fara possibles millors estrategies

diagnostiques i terapéutiques en el futur.

L'aplicaci6 de diverses técniques (sequenciacid, hibridaci6 genética
comparada, analisi de pérdua d’heterozigozitat i analisi de microsatél-lits) ha
demostrat que hi ha nombrosos gens i aberracions genétiques implicats en la
génesi i el desenvolupament de les NENs'’. Encara que un 10% dels TNE
d’origen pancreatic s'associen a sindromes genetiques familiars hereditaries, el
90% d'ells i la majoria de les NENs apareixen de forma esporadica, a causa de
diferents aberracions moleculars, el que explica I'heterogeneitat d'aquesta
familia de tumors, que acumulen multiples canvis i defectes genétics i / o

moleculars i solen presentar un grau alt d'inestabilitat cromosdmica. No obstant
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aixd, només s'ha identificat un limitat nombre d'alteracions moleculars,
associades a pérdues i / o guanys cromosomiques i a mutacions geniques
puntuals com esdeveniments inicials en el desenvolupament de les NENs. Aixi
e les NENs que apareixen associades a diferents sindromes genetiques
familiars hereditaries estan relacionats amb mutacions en un discret conjunt de
gens (per exemple, MEN1, MEN2, VHL, NF1, TSC, complex de Carney,
sindrome d’hiperparatiroidisme-tumor de mandibula, etc.) dels que es van
coneixent molts dels seus mecanismes moleculars de funcionament. Per
contra, se sap encara molt poc de les alteracions moleculars subjacents en el

desenvolupament de les NENs esporadiques.

En general, les GEP-NENs no solen mostrar alteracions en l'expressio
d'oncogens classics (src, ras, myc, fos, jun) o de gens supressors tumorals
tipics (p53, retinoblastoma), alguns dels quals si estan desregulats en formes
atipiques de GEP-NENs''. En canvi, estudis recents revelen l'existéncia de
multitud d’alteracions moleculars (mutacions i aberracions genétiques) amb
potencial rellevancia en el desenvolupament de les GEP-NENs en un conjunt
de gens que, encara que en alguns casos poden estar també involucrats en el
desenvolupament de GEP-NENSs de tipus familiar, majoritariament s'associen a

I'aparicio de GEP-NENs esporadics.

Encara que diverses de les aberracions descobertes en diversos gens
reguladors del cicle cellular en GEP-NENs s6n comuns a altres tipus de
neoplasies, cert nombre d'elles son uniques de les NENs. Una elevada

proporcido de NENs mostra alteracions en I'expressio o localitzacié subcel-lular
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de ciclina D14, una proteina especifica de la fase G1 / S del cicle cel-lular el
paper com oncogén es va descobrir, de fet, en adenomes paratiroideus. En
concret, un 65% de les NENs d’origen pancreatic esporadiques mostra una
expressid elevada de ciclina D1en comparacié amb teixit pancreatic sa, i la
seva localitzaci6 subcel-lular esta alterada en el 43% de les NENs
pancreatiques.A més, el fet que la sobreexpressié de la ciclina D1 s'observa en
els primers estadis de la formacié de les NENs suggereix una possible
implicacié en la iniciacio d'aquest tipus de tumors. Les proteines inhibidores del
cicle cel-lular p21 i p27 també mostren una expressié alterada en NENs, si bé
semblen exercir rols oposats en la genesi i evolucié de la patologia, ja que
I'expressio de p21 es relaciona directament amb la malignitat del tumor, mentre
que la de p27 ho fa inversament. Concretament,p21 es sobreexpressa en el
17,1% de les NENs gastrointestinals de baix grau i en el 66,7% dels alt grau,
mentre que els nivells de p27 es relacionen inversament amb I'expressié del

marcador de proliferacié tumoral Ki67.

La beta-catenina constitueix un element essencial com a activador de la
transcripcio a la ruta de senyalitzacié de la Wnt. Aquesta proteina pot exercir
una funcié rellevant en alguns tipus de NENs, ja que un 79% de les NENs
gastrointestinals mostren una activaci6 de la beta-catenina i en un 37%

d'aquest tipus de tumors es detecten mutacions en el seu gen.

APC és una proteina amb multiples funcions que inhibeix la beta-catenina a la

ruta del Wnt i per aixd actua com un potent supressor tumoral. Aixd explica que

un bon nombre de mutacions diferents en el gen APC estiguin vinculades a
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I'aparicié i progressié de diversos tipus de tumors. En NENs, tant en tumors
invasius (60%) com en lesions premalignes (63%) colorectals, s'han identificat
mutacions en el gen APC que, a més, solen aparéixer en tumors de baix grau
de desenvolupament i mantenen la freqiéncia de mutacié durant la progressio
del tumor, el que suggereix que algunes mutacions en el gen APC podrien
contribuir de manera rellevant al desenvolupament inicial de alguns TNE'?. A
més, aquest gen s'ha trobat hipermetilat en un 65% de les NENSs, el que
suggereix que la metilacié aberrant del gen APC podria estar implicada en la

tumorigénesi molecular de les NENSs.

Els supressors tumorals p16 / p14 regulen la transicio del cicle cel-lular entre
les fases G1 i S, mitjangant la inhibicié de les quinases dependent de ciclina 4 i
6 (CDK4 i CDK6), provocant la fosforilacié de la proteina retinoblastoma. En el
gen p16 / p14 (ARF) s'han identificat diferents aberracions, moltes d'elles
associades a diversos tipus de NENSs, entre les quals s'inclouen delecions,
mutacions i metilacions, que s'han observat tant en NENs gastrointestinals com

en pancreatiques i altres NENSs.

CD44 és una glicoproteina transmembrana coneguda per la seva implicacié en
I'adhesié i la migracid cel-lular, i vinculada més recentment amb les cel-lules
mare tumorals. En NENs gastrointestinals, s'ha observat pérdua en I'expressio
d'aquest marcador en un 55% dels casos, associada a un alt index de
metastasi. De fet, 'expressiéo de CD44 en NENs gastrointestinals s'associa amb
un pronostic favorable i es relaciona inversament amb la metastasi del tumor. A

més, en NENs pancreatiques s'han descrit diverses isoformes de CD44,
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algunes d'elles associades a baixos indexs de proliferacio i millor

supervivencia.

La trombospondina 1 és una proteina multifuncional de la matriu extracel-lular
implicada en cancer i inflamaci6 que posseeix una notable activitat
antiangiogénica (inhibeix la proliferacié i migracid6 de cél-lules endotelials).
Diferents aberracions inactivants (mutacions, metilacions) d'aquest gen
s'associen amb el desenvolupament de diversos tipus de tumors, inclosos les
NENSs, en els quals s'han trobat metilacions aberrants en el 44% de les NENs

gastrointestinals, encara que només en un 9% en els pancreatics.

La somatostatina (SST) és un neuropéptid pleiotropic ampliament distribuit,
produit fonamentalment en l'estdbmac i el pancrees, perd també en el sistema
nerviés central i periferic, que exerceix multitud defuncions biologiques
(principalment inhibitories), que van des de la inhibicié de secrecions exocrines
i endocrines a la inhibiciod del creixement tumoral o neoplasic, la qual cosa ha
possibilitat I's dels seus analegs sintétics per al tractament de diverses
patologies endocrines i tumorals. La SST actua mitjangant la seva uni6é a cinc
receptors diferents, denominats SSTR1-SSTRS5, inclosos en la superfamilia de
receptors amb 7 dominis transmembrana acoblats a proteines G. Els SSTRs
mitjancant les accions de la SST a través de diversos mecanismes
intracel-lulars de senyalitzacié. La majoria de les GEP-NENs presenten una
elevada expressio de SSTRs. No obstant aixd, pocs estudis han realitzat
analisis quantitatives d'aquesta expressié o han tractat de relacionar els

patrons d'expressi6 de SSTR1-5 amb les caracteristiques cliniques o
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patoldgiques de les NENs. Tanmateix, la informacié disponible permet afirmar
que el receptor que s'expressa amb major frequéncia i abundancia en les GEP-
NENs és el SSTR2, present aproximadament en el 80% d'aquests tumors, en
els quals controla, entre altres, la funcio secretora de les cél-lules neoplasiques.
Juntament amb SSTR2, les GEP-NENs també expressen SSTR1, SSTR3 i
SSTR5, que poden contribuir al control de la secrecid i, especialment, a la
induccié d'apoptosi i la inhibicié de la proliferacié cel-lular. La internalitzacié del
complex lligand-receptor que succeeix després de la unié de SST (o els seus
analegs) als SSTRs serveix a més com a base per al desenvolupament de
péptids radiomarcats que poden emprar-se amb fins diagnostics o terapéutics,
ja que la captacié de radiolligands per les cél-lules tumorals pot monitoritzar
mitjancant analisi d'imatge i usar-se com radioterapia dirigida. L'alta expressio
de diferents SSTRs en GEP-NENSs, especialment SSTR2, també serveix com a
base per a emprar els analegs de SST en el tractament clinic de diverses
patologies hipersecretores. El problema de la limitada vida mitjana de la SST
en plasma es va solucionar amb el desenvolupament d'analegs sintétics amb
una vida mitjana prolongada, com el octreotide i el lanreotide, que posseeixen
alta afinitat per SSTR2, moderada per SSTR5 i baixa o nullla per SSTR1,
SSTR3 i SSTR4, i I's permet controlar la tipica simptomatologia hipersecretora
de les GEP-NENSs funcionants. L'afinitat diferencial dels analegs de SST pels
diferents SSTRs suggereix que el coneixement del perfil d’expressid dels
diferents SSTRs en NENs permetria predir la resposta clinica d'aquests
pacients al tractament. Un problema addicional en aquest context és que un
nombre rellevant de pacients desenvolupen una resisténcia al tractament amb

analegs de SST, els mecanismes moleculars intims, encara poc coneguts,
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podrien estar relacionats amb processos de fosforilacio del receptor,
desacoblament de les proteines G, internalitzacié o degradacié dels receptors,
etc. Aixi mateix, en aquesta resisténcia podria estar implicada alguna de les
noves variants truncades del receptor SSTR5 identificades recentment, que
difereixen de I'SSTRS canonic en la seva longitud, distribucié subcel-lular i

resposta selectiva a SST i el seu analeg natural cortistatina.

Les GEP-NENSs s6n tumors altament vascularitzades, propietat que s'associa a
una alta expressié de molécules proangiogeniques com a factor de creixement
endotelial vascular (VEGF) i angiopoyetina 2, i que al seu torn es relaciona
directament amb la progressioé tumoral i un pitjor pronostic. A més, hi ha una
major expressié de receptors tirosina quinasa, com els receptors 2 i 3 de
VEGEF, els del PDGFRs, el del factor de creixement de la insulina (IGFR1), el
del factor de cél-lules mare (c-KIT) i el del factor de creixement epidérmic
(EGFR). Després de l'activacié del sistema VEGF es desencadena una seérie
de cascades de senyal que, en conjunt, estimul en el creixement endotelial, la
migracio i la supervivéncia dels vasos preexistents i la seva permeabilitat. el
VEGF promou, a més, la mobilitzacié de les cél-lules endotelials progenitores
des de la medul-la fins a llocs distants de neovascularitzaci6. Tot aixo ofereix
una base per al desenvolupament d'estratégies terapéutiques dirigides a
I'angiogénesi o als receptors dels factors de creixement esmentats. En aquest
sentit, I'activacio de EGFR per la seva lligant (EGF) s'ha associat amb una
progressid negativa dels TEP, i el nivell d'expressio del GF1R es relaciona amb
el creixement tumoral, l'agressivitat i el desenvolupament de metastasi. Per la

seva banda, el receptor tirosina quinasa c-KIT, que després de ser activat per
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la seva lligant indueix la dimeritzacié i autofosforil-lacié del receptor en tirosines
especifiques, ha passat dels dubtes inicials sobre la seva utilitat a ser
considerat com un marcador molecular pronodstic d'elevat interés clinic, doncs
la seva expressid s'associa a un pitjor pronostic, més agressivitat i menor

supervivencia dels pacients amb NENs pancreatiques.

La ruta fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K) -Akt contribueix de manera rellevant a
la proliferacié cel-lular, la supervivéncia i la mobilitat, com indiquen estudis
preclinics en NENs amb inhibidors de PI3K™. Les PI3K estan compostes per
dos subunitats, p85 i p11, que s'activen per receptors tirosina quinasa. S'han
descrit tres classes de PI3K que difereixen en la seva estructura i la seva
preferéncia per determinats substrats. Un cop activades, catalitzen la
fosforilacié de fosfatidilinositol 4,5, -difosfat (PIP2) fins fosfatidilinositol 3,4,5, -
trisfosfat (PIP3), que al seu torn pot ser convertit en PIP2 per la fosfatasa
PTEN. Per la seva banda, PIP3 activa la proteina serina-treonina quinasa Akt
(AKT), de la qual hi ha tres isoformes (Akt1-3), de les quals Akt1 és la més
estudiada en cancer. Akt activa i inhibeix multitud de gens implicats en cancer,
inclosos el factor nuclear kappa B, mTOR i la glucoquinasa 3 beta. En NENs

intestinals s'han descrit alts nivells d'Akt i una pérdua de la funcié de PTEN.

El sistema de senyalitzaci6 Ras / Raf / MEK / ERK és clau per a la
diferenciacid, creixement i supervivéncia cel-lular. La seva activacio comenca
en la proteina G Ras, després de la fosforilaci6 de guanosina difosfat que
comporta l'activacido de Raf, una familia de tres quinases citosoliques de les

que Raf-1 és la més important en la diferenciacio cel-lular. Un cop induit, Raf
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activa al seu torn MEK i ERK. En NENSs, la ruta Ras / Raf / MEK / ERK esta poc
o0 gens activada. Es més, |'activacié de Raf-1 redueix el creixement cel-lular i la

secrecio hormonal, suggerint la seva possible valor com a diana terapéutica.

mTOR és un complex molecular de senyalitzacié que juga un paper crucial en
processos de proliferacio, creixement cel-lular, angiogénesi i metabolisme. La
via mTOR s'altera en diferents tipus de tumors, inclosos les GEP-NENSs, en els
quals sol estar sobreactivada i presenta mutacions (per exemple, un 15% dels
TNE pancreatics)'* °.Per aixo, els components de la ruta mTOR representen
atractives dianes per al desenvolupament de terapies antitumorals. mTOR és
una proteina quinasa serina / treonina que integra dos complexos proteics
(mTORC1 i mTORC2) que s'activen diferencialment i exerceixen funcions
diferents, encara que intimament relacionades. Tots dos complexos s'activen
per multiples senyals intra- i extracel-lulars, inclosos receptors tirosina quinasa i
els nivells de determinats nutrients (aminoacids, glucosa). Aixi, la unié d'un
factor de creixement (per exemple, IGF-I, EGF, PDGF, VEGF) al seu receptor
tirosina quinasa activa la via PI3K, que, al seu torn provoca la fosforilacio de
PIP2 i la seva conversi6 en PIP3. Per la seva banda, Akt s'uneix a PIP3 i activa
el complex mTORCH1, els substrats, S6K1 i 4EBP1, regulen, com a activador i
repressor, respectivament, diversos aspectes de la sintesi proteica, el que
resulta en ultima instancia en l'estimulaci6 de la proliferacié cel-lular,
supervivéncia i angiogenesi. Entre els reguladors negatius de mTORC1
s'inclouen el supressor de tumors PTEN, que inhibeix la senyalitzacié de PI3K,
el TSC i la proteina quinasa supressora de tumors LKB1. Per la seva banda, el

complex mTORC2 esta regulat fonamentalment per PI3K i, a diferéncia de
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mTORC1, no sembla ser sensible als nutrients o condicions nutricionals. En
I'actualitat, es disposa de dues classes d’inhibidors de mTOR, els analegs de
rapamicina i petites molécules agonistes. A la primera classe pertanyen els
inhibidors al-lostérics del complex mTORC1, que forma un complex amb
l'inhibidor i bloqueja la senyalitzaci6 de mTORC1, augmentant aixi I'activitat
Akt. A la segona classe pertanyen els inhibidors del lloc actiu de la quinasa
mTOR. La rellevancia de la ruta mTOR no es limita a la seva accié en les
propies cél-lules tumorals, sind que també influeix en processos d'angiogénesi
regulant la traducci6 i activitat del factor induible d'hipdxia, que al seu torn esta

relacionat amb l'expressio de VEGF en situacions d'hipoxia cel-lular.

Els estudis més actuals seqlenciacio completa exdmica de NENs estan
disponibles en tumor d’origen pancreatic i intestinal, ben diferenciats, G1 i G2.
Els resultats han demostrat una alteracié gendmica molt frequient en els gens
MEN1 i DAXX/ATRX en NENs d’origen pancreatic, amb un 15% de mutacions
en gens relacionats amb la via mTOR'®. En canvi, els resultats de seqiienciacié
exomica en tumors d’origen intestinal ha estat molt més heterogeni, observant
alteracions en la majoria de vies metabdliques relacionades amb Ia
carcinogeniesi, sense una predominanga clara com succeeix en les NENs

d’origen pancreatic’®.
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6.TRACTAMENT SISTEMIC DE LES NEOPLASIES

NEUROENDOCRINES AVANCADES

6.1 Tractament hormonal i biologic
Els analegs de la somatostatina (SSAs) han demostrat, en nombrosos estudis,
ser la millor opcié terapeutica per disminuir els simptomes produits per la
hipersecrecido hormonal en les NENs que expressen SSTRs. Continua sent un
tema controvertit si la realitzacié d'un rastreig de receptors de somatostatina,
com per exemple I'octreoscan, que mostraria les NENs que expressen SSTRs,
tindria un cert valor predictiu sobre la possibilitat de resposta simptomatica als
SSAs. Normalment poden ser controlats o disminuits el flushing, la suor, la
diarrea i el broncoespasme, amb una mitjana de control simptomatic del 73% i

de respostes bioquimiques del 51%.

Més discutida és la utilitat dels SSAs en les NENs d’origen pancreatic. El
control simptomatic varia entre aproximadament el 50% en els insulinomes i
més del 90% en els VIPomes. En aquests casos és frequent la utilitzacié de
SSAs per al control de la secrecido hormonal, tot i que I'evidéncia sobre la seva

utilitat €s menor que en tumors amb sindrome carcinoide.

Una analisi de la base de dades SEER va mostrar com els pacients amb NENs
diagnosticats entre 1988 i 2004 tenien una mitjana de supervivencia
significativament superior a els diagnosticats entre 1973 i 1987 (39 vs18
mesos, HR hazard ratio [HR] 0., 73, p <0., 001)°. Aquest augment de la

supervivéncia coincideix amb la introduccié dels SSAs al 1987. Les revisions
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dels estudis preclinics han donat suport que els SSAs tenen efecte antitumoral
a través pels SSTRs, com la inhibicid del cicle cel-lular i dels factors de
creixement i activitat proapoptotica. A més s'associa a efectes indirectes com la

inhibicié de I'angiogénesi i la modulacié del sistema immune'’.

El primer estudi prospectiu que demostra I'efecte antitumoral d’octreotide ha
estat I'estudi PROMID(Placebo controlled, double-blind, prospective,
Randomized study on the effect of octreotide LAR in the control of tumor growth
in patients with metastatic neuroendocrine MIDgut Tumors)'®. Es un estudi fase
Ill, prospectiu, aleatoritzat, controlat amb placebo i doble cec. Es van incloure
85 pacients amb NENSs d'intesti prim metastatics, ben diferenciats (95% amb
Ki-67 <2%) i que no havien rebut cap tractament previ. Es van aleatoritzar a
rebre octreotide LAR 30 mg intramuscular mensualment o placebo. La mitjana
de temps a la progressid (objectiu primari) va ser significativament superior en
el grup que va rebre octreotide (14 vs 6 mesos, HR 0., 34, p = 0., 00007). Als 6
mesos no havia progressat el 67%del grup de octreotide comparat amb el 37%
del grup placebo. Es important assenyalar que no hi va haver diferéncies entre
les NENs funcionants (39%) i no funcionants (61%), i fins i tot un 26% dels

pacients no mostraven expressio de SSTRs en I'octresocan.

Lanreotide ha demostrat 'eficacia antiproliferativa en un estudi fase Ill, I'estudi
CLARINET(Controlled Study of LAnreotide Antiproliferative Response In NET).
Es un assaig fase lll, amb criteris d'inclusié diferents al PROMID: les NENs
eren no funcionants i amb octreoscan positiu. A més de NENs gastrointestinals,

s'inclouen NENs pancreatiques, en ambdds casos amb uns valor de Ki-67 fins
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al 10%. Els pacients es van aleatoritzar a rebre 120 mcgr de lanreotide versus
placebo. L'estudi ha incldos un total de204 pacients i ha demostrat el seu efecte
antiproliferatiu tant en NENs d’origen pancreatic com gastrointestinal. L'estudi
CLARINET va mostrar una mitjana de supervivéncia lliure de progressié (SLP)
de 18 mesos per al grup de placebo (95% IC, 12-24.1), mentre que per als
pacients tractats amb lanreotide la mitjana és de 32.8 mesos (95% IC 30.9-68),
amb una hazard ratio per progressio o mort de 0.43 (interval de confianga 95%,
0,3-0,73), amb un bon perfil de seguretat'.

L’interfer6 (IFN) s'utilitza per a les mateixes indicacions dels SSAs, amb
I'excepcid de la crisi carcinoide. No obstant aixd, existeixen poques dades
sobre la utilitat de I'lFN en les NENs pancreatiques. En els pacients amb NENs
d’origen intestinal, I'lFN produeix una millora simptomatica en el 30-70% dels
pacients. En els pacients amb sindrome carcinoide, es produeix una millor
resposta en el flushing que a la diarrea. En general, el control simptomatic de
I'IFN és comparable als SSAs, perd amb un inici més retardat en el temps i un
perfil de toxicitat molt més desfavorable, fet que n’ha limitat el seu us. En els
pacients amb NENSs tractats amb IFN, es produeix una resposta radiologica en

I'11% i una estabilitzacié en el 70% dels pacients.

Recentment, s’han presentat els resultats del primer estudi fase Il aleatoritzat
que ha comparat IFN + octreotide versus bevacizumab + octreotide. L’estudi ha
resultat negatiu per I'objectiu primari que era incrementar la SLP a favor del

brac amb bevacizumab, perd ha demostrat que la combinacié d’IFN +
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octreotide segueix tenint un valor per al control del creixement tumoral en
pacients amb NENSs d’origen intestinal®®.
6.2 Tractament quimioterapic

La quimioterapia és una de les opcions terapéutiques disponibles per al
tractament de les NENs metastasiques. Tanmateix, i en contrast amb el que
succeeix en la majoria de les malalties neoplasiques en el context de malaltia
avancgada, no sol ser la primera opcid terapéutica en una proporcid important
de pacients. La indicacié de tractament ha de tenir en consideracido multiples
factors, que inclouen factors relacionats amb el tumor (grau de diferenciacié
histologica, index proliferatiu, localitzacié del tumor primari, volum de malaltia
metastasica, velocitat de creixement tumoral), amb el pacient (edat, estat
general, comorbiditat, simptomatologia), aixi com amb I'experiéncia o
disponibilitat al centre d'altres alternatives terapéutiques (radionuclids,
técniques ablatives hepatiques). Quant als factors relacionats amb el tumor, cal
tenir present que certs subgrups de NENs, com els tipics TNE de budell prim
G1 amb index Ki-67 <2%, poden presentar un comportament clinic molt
indolent tot i ser metastatics, i requerir a vegades anys per progressar. En
aquest context, la vigilancia activa sense tractament pot ser una opcié raonable
per a pacients asimptomatics, i en qualsevol cas no cal oblidar que I'eficacia de
la quimioterapia en aquests tumors poc proliferatius és escassa. Per aixo, la
seva indicaci6 es sol reservar per a pacients amb progressié tumoral
documentada, una vegada que han fallat altres opcions terapéutiques amb
menys efectes secundaris, com els analegs de somatostatina o les terapies

dirigies. Globalment, la quimioterapia és més efectiva en els tumors d'origen
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pancreatic que en els d'origen entéric, i en CNE amb alt index proliferatiu.
Dades de séries retrospectives i del RGETNE suggereixen que, a major index
proliferatiu, major sensibilitat a la quimioterapia convencional. No obstant aixo,
no existeix un consens sobre el punt de tall optim per sobre del qual s'ha
d'indicar un tractament de quimioterapia. En general, la quimioterapia pot ser la
primera opci6 de tractament en pacients amb NENs G1/G2 d’origen pancreatic
en els quals s'hagi documentat progressié radioldgica o que presentin gran
volum tumoral o simptomes derivats d'aix0, en pacients amb CNE (Ki-67> 20%)
de qualsevol origen, i de forma més dubtosa, en NENs G2 d’origen intestinal,
amb Ki67 més proper al 20% que al 3%. Finalment, les dades disponibles
sobre l'eficacia de la quimioterapia en NENs originades a nivell colorectal sén

escasses, pel que és dificil establir recomanacions en aquest context.

La estreptozotocina (STZ) ha estat un dels farmacs més extensament emprats
en el tractament de les NENs. Es un antibiotic derivat de la actinobacteria
Streptomyces achromogenes var. streptozoticus amb una citotoxicitat
especifica de cél-lula beta pancreatica en models animals. EI 1968 Murray-Li6
va comunicar el primer cas clinic en el qual es va documentar, en una dona
amb un tumor funcionant dels illots pancreatics, una clara resposta clinica,
bioquimica i radioldgica a un tractament amb STZ. La primera série de casos (n
= 52) es publicar poc després, amb un 54% de respostes bioquimiques i un
37% de respostes radilogiques. Aquests prometedors resultats van donar lloc al
primer estudi aleatoritzat dut a terme en NENs pel Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG)?'. Es van incloure a 84 pacients amb carcinomes

d'illots pancreatics avangats que van ser assignats aleatoriament a rebre STZ
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en monoterapia enfront de STZ en combinacié amb 5-fluorouracil (5-FU). Els
pacients que van rebre la combinaciéo de STZ i 5-FU, comparats amb aquells
que van ser tractats amb STZ en monoterapia, van tenir una major taxa de
respostes (63% enfront de 36%, p <0,01) i una supervivéncia més prolongada
(26,0 enfront de 16,5 mesos), encara que aquesta diferéncia no va aconseguir
la significacié estadistica. La principals toxicitats observades van ser
gastrointestinal (emesi) i renal, cap d'elles agreujada en la branca de
poliquimioterapia. La STZ, perd, és poc mielotdxica en monoterapia, la qual
cosa fa que sigui un farmac facil de combinar amb altres drogues que si que ho
son com el 5-FU. En un estudi aleatoritzat posterior també coordinat pel ECOG,
es va avaluar en 105 pacients amb NENs la combinaciéo de STZ/5-FU davant
STZ combinada amb doxorubicina (STZ/DOX) enfront de clorozotocina en
monoterapia, un farmac estructuralment similar a la STZ perd menys
emetdgen®?. En aquest estudi I'esquema terapéutic més eficagc va ser la
combinacié STZ/DOX, amb una taxa de respostes (bioldgiques o radioldgiques)
el 69%, enfront d'un 45% per STZ/5-FU i un 30% per a la clorozotocina (p =
0,005), i aixd es associar amb un increment significatiu del temps lliure de
progressid i de la supervivéncia (2,2 enfront de 1,4 enfront de 1,5 anys, p
<0,05). Trenta pacients van ser tractats a la progressié amb un dels esquemes
no assignats a primera linia. La taxa de respostes després del creuament de
branques va ser del 13% en els 15 pacients tractats amb
clorozotocina en segona linia i del 20% en els 15 pacients tractats amb
esquemes de combinacio amb STZ, i en ambdds casos les respostes van ser
de curta durada. La toxicitat per als esquemes de combinacié amb STZ va ser

considerable, particularment la emesi i la nefrotoxicitat. La combinacié de
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STZ/DOX afegeix cardiotoxicitat a llarg termini i altres efectes no greus perd
rellevants per al pacient com és l'alopécia. Per aixd aquest esquema, si bé és
el que ha demostrat una major eficacia terapéutica en NENs d’origen
pancreatic, ha estat en general menys adoptat en la practica clinica habitual
que la combinacié de STZ/5-FU. En qualsevol cas, cal destacar que cap grup
ha aconseguit ratificar aquestes altes taxes de resposta en séries de pacients
més recents, en els quals la resposta ha estat avaluada seguint uns criteris
objectius estandarditzats (OMS o RECIST). Aixi, diferents grups han publicat
taxes de resposta en séries petites retrospectives que oscil-len entre el 6% i el
36% per la combinaci6é de STZ/DOX, i una mica més grans per
combinacions de tres farmacs com STZ/5-FU/DOX (39-54%) o STZ/5-
FU/cisplati (38%). Les dades del RGETNE també ratifiquen taxes de resposta
substancialment inferiors en aquests pacients tractats amb quimioterapia
convencional, globalment del 16% per a les NENs pancreatiques G1-2%.
Un altre farmac classic en el tractament de les NENs és la dacarbacina (DTIC),
un agent alquilant sintétic la principal toxicitat és hematoldgica i digestiva
(emesi). La DTIC va ser avaluada en un assaig de 'ECOG de fase Il en el qual
es van incloure 50 pacients amb NENs pancreatiques (28 d'ells no pretractats
amb quimioterapia), amb una taxa de respostes del 33% (50% en pacients
verges de tractament), encara que amb una mitjana de supervivéncia de
tan sols 19 meses. Més recentment, la temozolamida (TMZ) ha demostrat
efectes antitumorals prometedors en NENs pancreatiques. La TMZ és un
alquilant oral que, igual que la DTIC, és convertit al seu metabdlit
actiu MTIC a través d'un procés de conversio quimica espontania. La TMZ s'ha

estudiat en diferents esquemes d'administracid, sola o amb altres compostos.
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En monoterapia la seva activitat en NENs és modesta (taxa de resposta del
8%). Els resultats semblen substancialment millors en combinacié amb altres
agents com el bevacizumab (33%), el everolimus (35%) o la talidomida (45%).
Pero els resultats més destacables han estat els observats en combinacié amb

capecitabina, un profarmac del 5-FU*.

La quimioterapia ha demostrat escassa activitat en els NENs d'origen enteric
pel seu creixement habitualment més lent. Tenint en compte la pobra resposta
d'aquests tumors a la quimioterapia i que aquesta sol ser de curta durada,
sovint és complicat decidir el moment en el qual es millor iniciar el tractament. A
més, é€s important tenir en compte l'impacte de la toxicitat en la qualitat de vida,
ja que soén pacients que poden romandre anys amb la seva malaltia estable.
Els estudis realitzats amb agents citotdoxics en monoterapia han mostrat un
limitat benefici en NENs G1/G2 d’origen entéric, amb taxes de resposta que
oscil-len del 8% al 21% per a farmacs com el paclitaxel, la DTIC o la DOX en
estudis antics. Per contra, no s'han documentat respostes objectives amb altres
farmacs més recentment avaluats, com el docetaxel, la gemcitabina, el
topotecan o el pemetrexed. Més recentment, s’ha publicat un estudi fase II-lll
que aleatoritzava a 249 pacients amb NENSs intestinals avancgats a rebre STZ/5-
FU o un esquema de combinacié sense STZ (DOX/5-FU). Encara que no van
existir diferéncies entre els dos grups pel que fa a la taxa de resposta tumoral
(16%) o en la supervivencia lliure de progressié (4,5 mesos), la supervivéncia
global va ser clarament més favorable per al grup tractat amb STZ/5-FU (24,3

enfront de 15,7 mesos, p = 0,0267)%.
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Altres esquemes assajats inclouen l'associacié de diferents combinacions de
fluoropirimidines i oxaliplati (oxaliplati/capecitabina; oxaliplati/folinat calcic/5-FU
en infusié continua amb bevacizumab. No obstant aixd, aquests estudis han
inclos poblacions molt heterogenies de pacients (NENs pancréatiques i
intestinals, CNEs) i han estat comunicats només de manera preliminar, de

manera que no podem extreure cap conclusié definitiva en el moment actual.

Els CNEs pobrament diferenciats comprenen al voltant d'un 10% de tots les
NENSs d'origen gastrointestinal. Sén tumors molt agressius, de rapid creixement
i disseminacid primerenca, pel que presenten un mal pronodstic, amb una
supervivéncia mitjana estimada sense tractament d'uns 6-7 mesos, similar a la
del carcinoma microcitic d'origen pulmonar. La quimioterapia és el tractament
d'eleccio en els CNE avancats irresecables o metastatics. No obstant aixo, si
bé és cert que una proporcié important de pacients respon inicialment al
tractament, a causa de l'alta taxa proliferativa d'aquests tumors, les respostes
solen ser de curta durada, i la evolucié clinica rapidament fatal. L'esquema
terapéutic més comunament emprat en pacients amb CNE és la combinacio de
cisplati i etopdsid. La primera evidéncia d'activitat d'aquest regim de
quimioterapia va ser publicada per Moertel et al. en una série de 18 pacients en
els que va documentar una taxa de resposta del 67%%. En contrast, la taxa de
resposta d'aquest esquema en NENs G1-2 pancreatiques va ser del 14% i del
0% en NENs originades a lintesti prim. Estudis posteriors han confirmat
I'activitat d'aquest esquema terapéutic, encara que en general amb taxes de
resposta resulten menors (27-54%) i mitjanes de supervivencia de 15 a 19

mesos. Similars resultats han estat observats amb combinacions de carboplati i
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etoposid, o de cisplati i irinotecan. Les estratégies de tractament en segona
linia estan poc definides i inclouen combinacions amb TMZ, irinotecan o
topotecan. Tot i aixd, la majoria dels pacients mai reben una segona linia de
tractament degut a la rapida progressié i deteriorament que presenten a la
progressié a primera linia. El péssim pronodstic d'aquest tipus de tumors
subratlla la imperiosa necessitat de desenvolupar noves estratégies

terapéutiques en aquest context.

6.3 Tractament amb terapies dirigides
El coneixement més detallat dels mecanismes moleculars relacionats amb el
creixement cel-lular, I'apoptosi, I'angiogénesi i la invasié tumoral ha permes el
desenvolupament de noves terapies dirigides en el camp de l'oncologia, i en
especial en els ultims anys en I'ambit de les NENs, principalment els TNE
G1/G2 de primaris gastroenteropancreatics i pulmonars. En aquest sentit, els
resultats del recents estudis fase Ill han permeés l'aprovacio dels dos primers

farmacs anti-diana en aquesta poblacié de pacients: everolimus i sunitinib.

L'angiogénesi és el procés biologic de formacié de nous vasos sanguinis a
partir de vasculatura preexistent. La regulacié de l'angiogénesi és un procés
complex consequéncia del balang entre factors pro- i antiangiogénics.. Té un
paper crucial en el procés de creixement tumoral i desenvolupament de
metastasis iés considerat com un dels hallmarks al cancer. EI VEGF i altres

mediadors implicats en l'angiogénesi tumoral, com PDGFR i FGF (fibroblast
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growth factor), estan ampliament sobreexpressats en les NENs i el seu nivell
d'expressio es relaciona amb el prondstic. La inhibicié de la via de I'angiogénesi
representa una estratégia atractiva en el tractament de tumors amb rica

vascularitzacio, com sén les NENs.

Sunitinib és una petita molécula, via oral, potent inhibidor, ATP-competitiu, de
multiples receptors tirosina cinasa implicats en processos de proliferacio
cel-lular i angiogenesi, com VEGFR1-3, PDGFRx-B, FLT-3, c-KIT i RET. En
estudis preclinics es va demostrar l'efecte de la inhibicié de VEGFR i PDFGR a
model de xenotransplant RIP-TAG de carcinoma d'illots pancreatics. En I'estudi
fase | amb sunitinib es va observar resposta radioldgica en dos pacients amb
TNE i en l'assaig fase Il amb sunitinib que es van incloure 66 pacients amb
TNE pancreatics, sunitinib va aconseguir una taxa de respostes del 16,7% i
malaltia estable en el 68,2%, amb una taxa de supervivéncia lliure de
progressidé de 7,7 mesos. En els pacients amb tumors d’origen intestinal, la
taxa de respostes va ser més baixa (2,4%)i la supervivéncia lliure de progressio
de 10,2 mesos. Amb aquestes dades prometedores, es va iniciar un assaig
fase lll internacional aleatoritzat de sunitinib amb una dosi de37,5 mg diaris en
esquema continu, controlat amb placebo, en pacients amb NENs G1/G2
d’origen pancreatic ben diferenciades que havien progressat en els sis mesos
previs?’. L'estudi estava dissenyat per incloure 340pacients, perd es va aturar a
meitat del reclutament després de la recomanacio d'un comité de monitoritzacio
independent per haver-se assolit ja l'objectiu primari d'augment en la
supervivéncia lliure de progressio i haver detectat un augment de morts al brag

placebo. Al final, I'estudi va aleatoritzar 171 pacients i va obtenir un augment en
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la supervivéncia lliure de progressié a favor de bra¢ de sunitinib respecte al
placebo d'uns sis mesos (5,5 enfront de 11,4 mesos, hazard ratio: 0,48, p =
0,0001). Aixi mateix, es va observar un benefici clinic de sunitinib en més del
70% dels pacients, amb un9% de taxa de respostes per criteris RECIST. Al
tancament de l'estudi, també es va evidenciar un augment significatiu en la
supervivéncia global, tot i que aquesta diferéncia s'ha igualat amb el creuament
dels pacients del bra¢ placebo a sunitinib. Els resultats d'aquest estudi fase Il
han permés l'aprovacié de sunitinib per al tractament dels pacients amb NENs

ben diferenciades G1/G2 d'origen pancreatic.

La via PI3K / AKT / mTOR té un paper fonamental en la carcinogénesi de
diverses neoplasies en participar en multiples processos de proliferacio,
creixement i supervivéncia cel-lular. Estudis preclinics han mostrat que PTEN i
TSC2, fosfatases inhibidores de la via AKT / PI3K / mTOR, es troben inactives
en la majoria de les NENs d’origen pancreatics i el bloqueig de la via mTOR pot
representar una interessant diana terapéutica en aquestes neoplasies. mMTOR
€s una cinasa serina-treonina implicada en la via de senyalitzaci6 intracel-lular
PI3K-AKT, amb un paper primordial en la regulacié del creixement, proliferacio,
motilitat i supervivéncia cel-lular, aixi com en la sintesi i transcripcio proteica.
mTOR integra la senyalitzaci6 de multiples estimuls, com els factors de
creixement similars a la insulina o el factor de creixement, i esta involucrat en el
procés de antiangiogénesis regulant la translacié i I'activitat del factor induible
per la hipoxia, que esta relacionat amb I'expressio de VEGF en situacions
d'hipoxia cel-lular. Everolimus (RADOO1) és un derivat oral de la rapamicina,

inhibidor de mTOR, que ha mostrat activitat antitumoral en estudis preclinics en
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linies cel-lulars tumorals i limfocits, motiu pel qual el desenvolupament inicial
del farmac va ser com immunosupressor. La primera evidéncia d'activitat en
NENSs digestives es va observar en un estudi fase Il que va incloure 60 pacients
en dos cohorts consecutives i amb dues dosis diferents de everolimus (5 i 10
mg). La primera cohort de 30 pacients rebre everolimus 10 mg diaris i
octreotide LAR 30 mg intramuscular cada 28 dies. La segona cohort va rebre
everolimus en monoterapia. L'estudi va demostrar una activitat prometedora
amb una taxa de respostes del 17%en NENs d'intesti prim i el 27% en NENs
d'origen pancreatic. L'activitat de everolimus va ser superior en la cohort de 10
mg / dia, el que confirma les dades farmacodinamiques de I'estudi fase | previ
amb everolimus en tumors solids. Donats els interessants resultats obtinguts,
es van dur a terme els estudis RADIANT per explorar el paper d’everolimus en
GEP-NENs i en NENs ben i moderadament diferenciades pulmonars
(carcinoides tipics i atipics).

El RADIANT-1 (RADOO1 in Advanced Neuroendorine Tumors) va ser un estudi
internacional fase Il confirmatori inicial realitzat en 160 pacients amb NENs
avancades d'origen pancreatic, 115 casos tractats amb everolimus en
monoterapia amb 10 mg / dia i 45 associat a octreotide 30 mg intramuscular
cada 28 dies. En monoterapia, la taxa de respostes va ser del 9,6%, amb una
taxa d'estabilitzacions del 67,8% i una supervivencia lliure de progressié de 9,7
meses. Posteriorment s'han publicat els resultats dels tres estudis regulatoris
d’everolimus en NENSs, els RADIANT 2, 3 i 4 que son tres estudis fase lll,
internacionals, doble cec, controlats amb placebo, en pacients amb NENs
extrapancreatics clinicament funcionants (RADIANT-2), NENs pancreatiques

(RADIANT-3) i NENs gastrointestinals i pulmonars no funcionants (RADIANT-
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4)%23°  En resum, everolimus ha demostrat de forma estadisticament
significativa un increment en la supervivéncia lliure de progressié en NENs
G1/G2 d’origen pulmonar, pancreatic i gastrointestinal, aconseguint I'aprovacio
per al tractament dels pacients amb NENs G1/G2 amb tumors primaris en

practicament totes les localitzacions anatdomiques.

Els estudis amb terapies dirigides en NENs G3 ha estat molt limitada i amb
resultats decebedors. Afegida a I'agressivitat i la complexitat de I'estudi d’'un
grup de neoplasies molt heterogeni i relativament poc frequent dins la
incidencia reduida de les NENSs, I'escas coneixement de les bases moleculars
dels CNEs ha limitat el desenvolupament de terapies dirigies en aquesta
poblacié de pacients, impedint la millora de la supervivéncia en un grup de

pacients amb especial mal pronostic.
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7. CARACTERITZACIO GENOMICA EN ONCOLOGIA

Durant els ultims 40 anys, els esforgos en identificar les alteracions
genomiques somatiques responsables de la formacié de diferents tipus de
cancers han revolucionat la visidé de la oncologia i han permés iniciar el cami a
la personalitzacié del tractament®”. Durant els anys segiients, les aberracions
cromosomiques han anat guanyat cada vegada més importancia com a
biomarcadors pronostics i predictius del cancer. Referent a aix0, el cancer de
bufeta es va convertir en un dels primers tumors solids per als que anormalitats
gendmiques es van incorporar en un algoritme pronostic®2.  Alhora, molts
descobriments cientifics basics i traslacionals han revolucionat la nostra
comprensié fonamental de cancer. El reconeixement que els gens relacionats
amb el cancer (oncogens i supressors de tumors) comprenen variants de gens
normals que han estat pertorbats per alteracions cromosdmiques van donar
suport la premissa que lalteraci6 gendmica va causalment lligada a la

carcinogenesi, la progressio del tumor, i la resposta al tractament.

Durant els anys 80, es van identificar tres categories fonamentals de les
aberracions genomiques del cancer: mutacions puntuals de bases de
nucleodtids (substitucid, insercid o delecio), alteracié en el numero de copies
(pérdua o guany) i translocacions o reordenaments. Les modificacions
epigenétiques de I'ADN genomic o de les histones a través de metilacid,
acetilacid, i altres mecanismes també van ser reconeguts com a mediadors

clau en el fenotip del cancer.
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En els ultims anys, els avengos tecnologics han permés revolucionar la
capacitat de sequenciacio de I'ADN, passant de métodes basats en la
sequenciacid6 Sanger iniciada a finals dels anys 70, a tecnologies de
sequenciacio en paral-lel que han reduit el cost per nucleodtid sequenciat
drasticament fins a fer accessible als grups d’investigadors independents les
técniques més avancades i precises de sequenciacid massiva de 'ADN. Els
primers articles publicats de seqlenciacié completa del genoma del cancer es
van centrar en genomes individuals de la leucémia mieloide aguda®, el cancer

3536 i cancer de pulmé de céllules petites®’.

metastatic de mama, melanoma
La sequenciacié del genoma complet del cancer requereix aproximadament 30
vegades la profunditat mitjana de la cobertura, que ascendeix 90 mil milions de
nucleodtids sequenciats per mostra. Tant el tumor com ’ADN germinal de I'’hoste
s’han de sequenciar paral-lelament per a identificar les variants somatiques
relacionades amb els procés de carcinogénesi. Tot i que el cost de la generacio
d'aquesta magnitud de sequenciacié d’ADN s’ha reduit, les dades generades
segueixen sent considerables. Per aquest motiu, I'adaptacié de panells de
mutacions rellevants en diferents tipus de tumors s’han generalitzat amb
I'objectiu de reduir el cost, optimitzar les troballes rellevants des d’un punt de

vista terapéutic i agilitzar el procés d’obtencié dels resultats per a poder aplicar-

ho a la practica clinica diaria.

L’elaboracié dels panells amb les alteracions gendomiques en oncogens i gens
supressors de tumor proporciona un conducte facil a través del qual la biologia
basica del cancer pot guiar l'oncologia clinica. El coneixement de les

alteracions gendomiques caracteristiques d’una neoplasia permet tant precisar
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el diagnostic com oferir opcions de tractament precis per a l'alteracié diana
identificada. La convergéncia resultant de la genética del cancer, la biologia del
tumor i els farmacs en desenvolupament ha donat com a resultat la identificacio
d’alteracions essencials, o driver, que ofereixen al cancer una avantatge
evolutiva i una dependéncia, que per altra banda, pot permetre el tractament
dirigit i efica¢ d’un tipus de cancer en un pacient determinat. Tot i que el control
a llarg termini dels tumors, sens dubte, requerira de combinacions de multiples
farmacs, l'evidéncia actual demostra que molts tumors es tornen altament
dependents de la funcié de fins i tot un sol oncogen per a la proliferacio i la
supervivéncia, tot i la preséncia de moltes altres alteracions gendomiques i
epigenétiques. Weinstein va introduir el terme "oncogene addiction" per
descriure aquest fenomen®. L'addiccié d’'un tumor a un determinat oncogén
denota un context cel-lular en quée la xarxa de senyalitzacié es desajusta
suficientment per la preséncia d'una oncoproteina mutada que aquesta
proteina juga un paper molt més important en el desenvolupament maligne que
la proteina normal. En I'apropiat entorn clinic, el fenomen d’addiccié tumoral pot
crear una finestra terapéutica per a farmacs dirigits. Les mutacions en el gen
KRAS representen un exemple il-lustratiu d'un oncogén driver molt prevalent,
essent la proteina corresponent refractaria a multiples esforcos terapeéutics,
perd en el que s’estan desenvolupant diverses terapies dirigides contra altres
proteines de la mateixa via metabdlica amb resultats esperancadors que
permetrien bloquejar la via sense interaccionar amb la proteina mutada (fet
conegut com a addiccié no oncogenica per reflectir el fet que moltes d'aquestes
proteines diana no sén en si mateixes subjectes d’alteracions gendomiques

recurrents)®.
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En [lactualitat estan disponibles diverses plataformes gendmiques tant
comercials com elaborades en funcié de les necessitats de cada centre de
recerca, que permeten la rapida identificacié de les alteracions en I'ADN
tumoral i facilitar la terapia de precisié més adequada per a cada pacient. En
aquest sentit, programes de prescreening molecular com el dut a terme per
I'Institut Oncoldgic Vall Hebron (VHIO) han permés tant optimitzar la
identificacié de les alteracions moleculars del pacients oncologics i oferir-los-hi
I'estudi clinic amb el farmac dirigit a I'alteracié molecular considerada com a
driver en cada cas, com la utilitzacido de les plataforma VHIOCard per a la
recerca i caracteritzaci6 molecular de neoplasies poc estudiades fins al

moment.
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8. JUSTIFICACIO

Els CNEs de tracte digestiu sén tumors poc frequents i d’elevada complexitat
de maneig. El pronostic del pacients afectes de CNEs és molt pobre, i les
opcions de tractament limitades o inexistents. Dins del grup de CNEs d’origen
digestiu, trobem tant tumors primaris pancreatics, com gastrointestinals. Un
dels tumors més agressius son els originats en el colon, habitualment amb
index de proliferacio cel-lular molt elevats (>50%), amb escassa resposta a la
combinacié de quimioterapia més habitual (plati-etoposid) i amb un prondstic

molt pobre.

Els esforgos per coneéixer les alteracions moleculars responsables de les NENs
digestives s’ha focalitzat principalment en tumors d’origen pancreatic, intestinal
i pulmonar, tots ells ben diferenciats, G1/G2. En canvi, el coneixement sobre la
biologia molecular responsable del desenvolupament dels CNEs digestius és
molt limitat, fet que ha condicionat el desenvolupament de terapies dirigies en

aquest tipus de tumors.

En la present tesi doctoral presentem un estudi molecular dels CNEs de primari
colonic des del punt de vista de la gendmica i la epigenética. La dificultat en la
identificacio i 'obtencié de mostres tumorals de pacients amb CNEs de primaris
colonics ha requerit de la col-laboracié del Grup Espafiol de Tumors Endocrins

(GETNE) degut a la baixa incidéncia d’aquesta neoplasia.
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L’estudi gendmic s’ha dut a terme al laboratori de gendmica del cancer del
VHIO, Tlestudi epigenetic al Grup d'Epigenética del Cancer, Programa
d'Epigeneética i Biologia del Cancer (PEBC) de I'Hospital Duran i Reynals i la
confirmacié en models murins derivats de pacients (patient derived tumor

xenografts, PDX) al Grup de Cel-lules Mare i Cancer del VHIO.

Els resultats de la present tesi doctoral permetran aprofundir en el coneixement
de la biologia molecular dels CNEs d’origen colonic, identificar nous
biomarcadors predictius de resposta a terapies dirigies especifiques i
proporcionar el racional molecular i traslacional per al desenvolupament

d’estudis clinics dirigits a aquesta poblacié de pacients.
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9. HIPOTESIS

9.1 Principals
1.- El coneixement de la biologia molecular dels CNEs de primari colonic és
molt limitat y la descripcié de les alteracions genomiques i epigenétiques és
primordial per a poder avancgar en el tractament d’aquestes neoplasies
2.- No existeixen models murins derivats de pacients (PDX) afectes de CNEs
d’origen coldnic. La seva creacidé ens permetra testar diferents tractament en

funcio dels biomarcadors identificats en el punt anterior.

9.2 Secundaries
1.- La gendmica del CNE de colon pot ser diferent de la de I'adenocarcinoma
coldnic
2.- La epigendmica del CNE de colon pot ser diferent de la de
I'adenocarcinoma colonic
3.- La terapia dirigida en funci6 de l'alteraci6 molecular observada pot ser
superior a la quimioterapia estandard en CNE colonic en els PDXs
4.- La identificacié de biomarcadors predictius de resposta a terapies dirigides

per a facilitar el disseny d’estudis clinics per a pacients amb CNEs colodnics.
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10. OBJECTIUS

10.1 Primaris
1.- Determinar les alteracions moleculars en el DNA tumoral de pacients
afectes de CNEs de primari coldnic

2.- Determinar les alteracions epigenetiques dels CNEs colonics

10.2 Secundaris
1.- Comparar les alteracions moleculars en DNA tumoral del CNE de colon amb
les observades en I'adenocarcinoma de colon
2.- Comparar les alteracions epigenomiques en CNEs coldnics amb les
observades en I'adenocarcinoma de colon
3.- Desenvolupar un model de PDX amb CNE colonic
4.- Testar tractament dirigits en el model de PDX i comparar-ho amb la
quimioterapia estandard
5.- Dissenyar un estudi clinic per a pacients amb CNE colonic en funci6 de les

alteracions moleculars observades i els biomarcadors identificats
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11. METODES

11.1 Tipus d’estudi
Es tracta d’'un estudi traslacional, on s’han identificat 25 mostres de pacients
amb CNE d’origen colonic en quatre hospitals associats al GETNE: Hospital
Universitario Central de Asturias de Oviedo, Hospital Universitario Ramon y
Cajal de Madrid, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de Santander i

I'Hospital Universitari Vall d’Hebron de Barcelona.

11.2 Seleccid de la mostra
Els pacients identificats per a I'estudi corresponen a pacients inclosos dins el
registre del GETNE, per tant, disposen de consentiment informat adequat.
Totes les mostres rebudes s’han identificat i confirmat com a CNE segons la
classificacié de la OMS per una unica patologa especialitzada en NENs del

servei d’anatomia patologica de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

11.3 Analisi molecular genomic de les mostres
El métode de treball ha consistit en I'extracci6 de DNA de les mostres de
tumors en parafina utilitzant l'instrument Maxwell 16 (Promega), seguit
d'amplificacio de tot el genoma (Repli-g, QIAGEN) en cas d'obtenir <600 ng. Es
requereix de 600 ng de DNA per realitzar el perfil mutacional utilitzant la
VHIOCard. VHIOCard és un panell dissenyat al laboratori de Gendmica del
Cancer (VHIO) especialment dissenyat per analitzar les mutacions somatiques
més frequents observades en un ampli panell de tumors solids, inclosos els
tumors neuroendocrins (basat en la base de dades COSMIC:

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/). VHIOCard permet genotipar
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fins a 700mutacions i petits indels en 70 gens relacionats amb el cancer.
Breument, després de la quantificacié (Nanodrop) i dilucié del DNA gendmic a
10 ng/ml, es realitza una reacci6 en cadena de la polimerasa (PCR) per
amplificar les regions genomiques adjacents als loci que seran genotipats
(volum de 5-ml conté 0.1 unitats de Tagpolymerase, 20 ng de DNA genomic,
2.5 pmol de cada "primer" de PCR i 2.5 mmol de desoxirribonucleotids trifosfat,
dNTPs). La reaccid d'amplificacié s’ha dut a terme en un termociclador. Els
dNTPs no incorporats son desactivats amb I'addicié de fosfatasa alcalina (0.3
U) i incubacié durant 40 minuts a37°C seguit d'inactivacié de I'enzim per calor
durant 5 minuts a 85°C. Després, cada mutacid s’analitza com a producte
d'extensio d'una sola base (s'utilitzen dNTPs en preséncia de Taq polimerasa)
d'una sonda que hibrida de forma immediatament contigua ala posicié de la
mutacié. Després de I'addicié d'una resina d'intercanvi cationic per eliminar les
sals residuals de la reaccio, es dipositen 7 nl del producte d'extensio a la matriu
(acid 3-hidroxipicoloinico) d'un xip Gen Il SpectroCHIP (Sequenom). Els Gen Il
SpectroCHIPs soén analitzats utilitzant un espectrometre de masses (matrix-
assisted laser desorption / lonization-time of flight (MALDI-TOF) mass

Spectrometer (MassARRAY, Sequenom).

86



Taula 6. Gens analitzats en la VHIOCard

ABL1 |AKT1 |AKT2 ALK APC

BRAF |CDH1 |CDK4 CDKN2AICSF1R

CTNNB1Dear1 [EGFR ERa ERBB2

FBXW7 FGFR1 FGFR2 |FGFR3 [FLT3

FRAP |GATA1 |GNA11 |GNAQ |GNAS

GSK3B HIF1A |HRAS IDH1 IDH2

IGFIR JAK1 JAK2 JAK3 KIT

KRAS MAG MAP2K4 MEK1 |MET

MLH1 MPL MSH6 MYC NF2

NF3 NOTCH1NOTCH4 NRAS |PDGFRA

PIK3CA PIK3R1 PIK3R5 |PRKAG1PRKAG2

PTCH1 PTEN |RB1 RET RICTOR

RUNX1 SMAD4 SMARCB1SMO SRC

STK11 [TNK2 [TP53 VHL WT1

11.4 Analisi de metil-lacié de I'ADN mitjangant tecnologia microarray

En 23 de les mostres de CNE de cdlon es va dur a terme un estudi del seu
perfil de metil-lacié i es va comparar amb 30 adenocarcinomes colorectals. La
determinacio els perfils de metil-lacié de I'ADN dels tumors es va realitzar usant
I'estratégia basada en microarrays de metil-laci6 d'ADN "Infinium Human

Methylation Bead Chip" (lllumina), seguint els protocols subministrats pel
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fabricant. L’extracci6 de 'ADN de les mostres incloses en parafina es va
realitzar utilitzant el kit "Infinium HD FFPE DNA Restoration" (lllumina) per
assegurar l'adequada qualitat del material genétic. Les mostres de CNE de
colon van ser analitzades utilitzant la recent aproximacio Infinium Human
Methylation EPIC, que permet la tipificaci6 de més de 850.000 llocs CpG,
cobrint sobre un 99% de gens RefSeq. Les dades obtingudes van ser
analitzades de manera conjunta i comparades amb les derivades de
I'aproximacié 450K, usada anteriorment en la determinacidé dels patrons en
mostres d'adenocarcinoma colorrectal, obtingudes de la base de dades COAD
del "The Cancer Genome Atlas" (TCGA, USA). Anteriorment, ja havia estat
descrita la viabilitat analitica de la comparacié entre aquestes dues
aproximacions, que es diferencien, basicament, pel numero de posicions de
metil-lacié (CpGs) que son capaces de detectar (al voltant de 450.000 versus
més de 850.000), perd que es regeixen pels mateixos criteris analitics.

Les dades epigendmiques obtingudes van ser exportades al paquet estadistic
R, realitzant la normalitzacio dels valors d'intensitat de fluorescéncia usats per
calcular els nivells de metil-lacié (valor B). Les diferéncies de metil-lacié entre
ambdues neoplasies (CNE i adenocarcinoma de colon) van ser identificades a
través de l'analisi supervisada per "hierarchical clustering" detectant, mitjangant
la funci6 ANOVA, els canvis estadisticament significatius, és a dir, amb un p-
valor inferior a 0.01, en les posicions CpGs comunes entre 450K i 850K.
Posteriorment, es va avaluar el percentatge de canvis de metillacio,
considerant els canvis no significatius com a patrons comuns entre ambdues
neoplasies i els significatius com a patrons diferencials. Es van identificar els

gens diferencials entre neoplasies més representatius, a partir del seu
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contingut de posicions de metillaci6 (CpGs) que presentaven canvis

significatius.

11.5 Analisi de la inestabilitat de microsateél-lits

L’analisi dels gens reparadors de 'ADN (MLH1, MSH2, MSH6 | PMS2) es va
dur a terme per immunohistoquimica utilitzant el procediment estandard
(streptavidin-biotin-peroxidase) i per reaccié en cadena de la polimerasa (PCR)
utilitzant els panell estandards per a la determinacio de I'estat de microsatél-lits

emprada en adenocarcinoma de colon.

11.6 Experiment amb PDX derivat de pacient amb CNE coloénic

Els experiments es van dur a terme seguint la directiva de la cura dels animals
de la Uni6 Europea (2010/63/UE) i van ser aprovats pel Comité Etic
d'Experimentacié Animal del VHIR - Vall d'Hebron Institut de Recerca (ID: 40/08
CEEA i 47/08/10 CEEA). Els ratolins NOD/SCID (NOD.CB17-Prkdcscid/NcrCrl)
van ser adquirits dels laboratoris Charles River. Prévia obtencid de
consentiment informat per escrit, 1x10° cél-lules derivades del pacient afecte de
CNE de primari coldnic portador de mutacido V60OE en BRAF en suspensio en
PBS es van barrejar amb Matrigel® (1: 1 v/v de relacio; BD Biosciences) i es

van injectar per via subcutania en els dos flancs de ratolins NOD/SCID.

Un cop aconseguits els PDX viables i quan el tumor va aconseguir 0,5 cm3 de
volum, els ratolins van ser distribuits aleatoriament en diferents grups de
tractament. El cisplati (3 mg/kg), etoposid (5 mg/kg) i cetuximab (20 mg/kg)

s'administren mitjangant injeccio intraperitoneal, mentre que LGX818, inhibidor
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selectiu de BRAF, (20 mg/kg en 1% de Tween 80 i 1% de
carboximetilcel-lulosa) es va administrar per sonda oral. El cisplati s'administra
un cop per setmana, etoposid i cetuximab dues vegades per setmana i un cop
al dia LGX818. Quan els ratolins coincideixen amb els criteris de punt final van
ser sacrificats i es van realitzar necropsies completes. Els tumors subcutanis es
van recollir per a I'analisi histologic. Una mostra de cada xenoempelt de tumor
es va congelar en nitrogen liquid immediatament després de I'extraccié i es va
mantenir a -80 °C.

Es van obtenir mostres dels PDX per a confirmar que preservaven la
morfologia de CNE de codlon i es va realitzar estudi genomic utilitzant VHIOCard
per a confirmar la preséncia del mateix perfil mutacional que el pacient de qui

derivava.
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12. RESULTATS

12.1 Resultats de I'estudi genomic
S’han obijectivat un total de 62 mutacions en les 25 mostres de CNE d’origen
colonic estudiades a través de la VHIOCard i estan resumides en la taula 7. La
freqiéncia de mutacions trobada en els diferents gens va ser per a TP53 del
84%, KRAS 56%, APC 40%, BRAF 32%, AKT1/3 8%, FGFR1 8%, i ERBBS3,
GNAS, NRAS, NF2i SMAD4 en un 4% (figura 4). Les mutacions en el gen APC
s’han observat en tots els casos associades a altres mutacions. S’han observat
mutacions concomitants en la mateixa mostra en el 52% dels casos per als
gens TP53 i KRAS i en el 28% en el cas de TP53 i BRAF. En canvi, les

mutacions en BRAF i KRAS han resultat mdtuament excloents.
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Taula 7. Descripcio de les mutacions identificades amb la VHIOCard

AKT1:NM_005163:exon3:c.G49A:p.E17K
AKT3:NM_005465:exon2:c.G49A:p.E17K
APC:NM_000038:exon16:¢c.2626C>T:p.R876X
APC:NM_000038:exon16:¢.3921_3925del:p.11307fs
APC:NM_000038:exon16:¢.3955delC:p.P1319fs
APC:NM_000038:exon16:¢c.4233delT:p.S1411fs
APC:NM_000038:exon16:c.4462_4469del:p.L1488fs
APC:NM_000038:exon16:¢.4600dupG:p.N1533fs
APC:NM_000038:exon16:c.A4108T:p.K1370X
APC:NM_000038:exon16:c.G3856T:p.E1286X
APC:NM_000038:exon16:c.G4033T:p.E1345X
APC:NM_000038:exon16:c.G4057T:p.E1353X
BRAF:NM_004333:exon11:c.G1405A:p.G469R
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
BRAF:NM_004333:exon15:¢.1799T>A:p.V600E
ERBB3:NM_001982:exon3:c.310G>A:p.V104M
FGFR1:NM_015850:exon10:¢.1393G>A:p.E465K
FGFR1:NM_015850:exon12:¢c.1642G>A:p.A548T
GNAS:NM_000516:exon8:¢c.G602A:p.R201H
KRAS:NM_004985:exon2:¢.34G>A:p.G12S
KRAS:NM_004985:exon2:¢.34G>T:p.G12C
KRAS:NM_004985:exon2:¢.35G>A:p.G12D
KRAS:NM_004985:exon2:¢.35G>A:p.G12D
KRAS:NM_004985:exon2:¢.35G>A:p.G12D
KRAS:NM_004985:exon2:¢.35G>C:p.G12A
KRAS:NM_004985:exon2:c.G34T:p.G12C
KRAS:NM_004985:exon2:c.G35A:p.G12D
KRAS:NM_004985:exon2:¢.38G>A:p.G13D
KRAS:NM_004985:exon2:c.G38A:p.G13D
KRAS:NM_004985:exon2:c.G38A:p.G13D
KRAS:NM_004985:exon2:c.G38A:p.G13D
KRAS:NM_004985:exon3:c.A182G:p.Q61R
KRAS:NM_004985:exon3:c.C181A:p.Q61K
NF2:NM_000268:exon8:¢.785G>A:p.R262Q
NRAS:NM_002524:exon3:c.C181A:p.Q61K
SMAD4:NM_005359:exon10:¢c.1150_1158del:p.G384_G386del
TP53:NM_000546:exon5:¢.514G>T:p.V172F
TP53:NM_000546:exon5:¢.524G>A:p.R175H
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TP53:NM_000546:exon5:¢.524G>A:p.R175H
TP53:NM_000546:exon5:¢.524G>A:p.R175H
TP53:NM_000546:exon5:¢.524G>A:p.R175H
TP53:NM_000546:exon5:c.C548A:p.S183X
TP53:NM_000546:exon5:¢c.G427A:p.V143M
TP53:NM_000546:exon5:¢c.G437A:p.W146X
TP53:NM_000546:exon5:¢c.G524A:p.R175H
TP53:NM_000546:exon5:¢.G524A:p.R175H
TP53:NM_000546:ex0n6:¢.586C>T:p.R196X
TP53:NM_000546:exon6:¢.626_627del:p.R209fs
TP53:NM_000546:exon6:c.646G>A:p.V216M
TP53:NM_000546:exon7:c.733G>A:p.G245S
TP53:NM_000546:exon7:c.742C>T:p.R248W
TP53:NM_000546:exon7:c.742C>T:p.R248W
TP53:NM_000546:exon7:c.C742T:p.R248W
TP53:NM_000546:ex0n8:c.797G>A:p.G266E
TP53:NM_000546:exon8:¢.814G>A:p.V272M
TP53:NM_000546:exon8:¢.844C>T:p.R282W
TP53:NM_000546:exon8:¢.818G>A:p.R273H
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Figura 4. Frequéncia de mutacions identificades mitjangant la VHIOCard
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12.2 Resultats de I’analisi de metil-lacié de I'ADN mitjangant tecnologia

microarray

De les 23 mostres inicials, s’han obtingut resultat de 19 (descantant-ne quatre
per baixa qualitat de les lectures. En total, les posicions comparables de CpGs
eren unes 440.000, havent seleccionat 336.575 posicions finals CpGs amb
lectures de molt bona qualitat. EI 17% de les CpGs analitzades mostres
diferéncies estadisticament significatives. Els resultats de la metil-lacié de les
mostres de CNE i adenocarcinoma de colon mostren dos clusters clarament
diferenciats i forga homogenis (figura 5). S'observen dos grups amb
comportament clarament diferenciats en les CpGs localitzades en CpGs
“Islands”, demostrant una clara menor metil-lacié en ambdéds grups. Les CpGs
“Islands” s6n zones del genoma amb un contingut de citosines i guanines molt

més ric que la majoria del genoma. Gran part d’elles son llocs d’iniciacié de la

95



transcripcio, el silenciament de la qual acostuma a dependre de la metil-lacid
en bloc daquestes CpGs. Aquestes diferencia en l'estat de metil-lacid
s’observen de forma forga homogénia al llarg de tot el genoma. El grau de
metil-lacié es discretament inferior en les mostres de CNE de forma general, tot
i que s’observen diferéncies significatives en superiors al 10% de metil-lacié en
el 54% de les 55.804 CpGs significativament diferents entre ambdds grups de

tumors i en més d’'un 25%, la diferéncia és superior al 20% (figures 6i 7).

L’elevat nombre de CpGs diferentment metil-lades en ambdues neoplasies ha
permés buscar regions senceres amb canvis de patré6 de metil-lacid entre
'adenocarcinoma de colon i el CNE. S’han identificat 526 regions amb
diferéncies estadisticament significatives (p <0.01) entre CNE i
adenocarcinoma de colon. De nou, s’observen variacions significatives entre
ambdds tumors, observant regions de major metil-lacié en 'adenocarcinoma, i
viceversa, amb una tendéncia a la menor metil-laci6 en 'ADN dels CNE de

colon (figura 8).
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Figura 5. Estat de metil-laci6 de les mostres de CNE i adenocarcinoma de
colon, diferenciant clarament dos cllisters de metil-lacié tant en CNE com en

adenocarcinoma de colon.
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Figura 6. Diferéncies significatives entre els nivells de metil-lacié entre les
mostres de CNE i les d’adenocarcinoma de colon, observant més del 10% de

diferéncia en el 58% dels casos i més del 20% en el 25% dels casos.
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Figures 7. Exemples de metil-lacié diferencial entre CNE i adenocarcinoma de

colon. En el primer cas s’observa una major metil-lacié de 'adenocarcinoma de

colon (24% superior). En canvi, en el segon cas, s’'observa una metil-lacié

significativament superior en el CNE (un 63% superior).
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Figura 8. Regions amb diferents nivells de metillaci6 comparant
adenocarcinoma i CNE de colon. Per identificar les regions amb metil-lacié
diferencial s’han creat clusters de CpGs amb separacions maximes de 800
parells de bases i agrupades per un perfil de metil-lacié similar. La significacio
s’ha buscat corregint les diferéncies observades amb multiples comparacions
amb permutacions (n=1000) confirmant tant en nivell de metil-laci6 com la

longitud de cluster per a descartar resultats a I'atzar.

O N> .

12.3 Resultats de I’analisi de la inestabilitat de microsateél-lits

24 de les 25 mostres disponibles es van poder analitzar per a determinacié de
la inestabilitat de microsatél-lits. En el 100% dels casos es va demostrar una
preservacio de l'expressid de les proteines reparadores del DNA: MLH1,
MSH2, MSH6 i PMS2. Els resultats van ser coincidents tant per

immunohistoquimica com per PCR.
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12.4 Resultat de '’experiment amb PDX derivat de pacient amb CNE

colonic

Els models de PDX es van confirmar histoldgicament que preservaven la
morfologia de CNE de colon igual que el pacient d’'on provenien. El perfil
mutacional obtingut per VHIOCard va demostrar les mateixes mutacions,
preservant la mutacio diana V600E en BRAF.

Com es pot observar en la figura 9, els PDX BRAF mutat V60OE de CNE de
colon presenten una elevada sensibilitat al tractament amb inhibidor de BRAF
LGX818, inclus superior a I'observada amb la combinacié estandard per a
aquest tumor (cisplati-etoposid). L’inici de tractament amb l'inhibidor BRAF

produeix una parada brusca del creixement tumoral perllongada en el temps.
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Figura 9. Les ceél-lules tumorals derivades del CNE de cdlon van ser injectades
subcutaniament al ratoli NOD-SCID i tractades segons s’indica en la grafica.
Sis ratolins amb tumors en els dos flancs van ser tractats en cada grup. La
grafica representa el creixement tumoral calculat comparant el volum tumoral a
cada punt concret del temps respecte el volum tumoral del primer dia de

tractament.
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13. DISCUSSIO

Els CNE de primari colonic representen un tipus de NEN d’elevada agressivitat
i mal pronodstic, amb escasses opcions terapeutiques. El tractament estandard
deriva per similitud histoldgica de les quimioterapies emprades en el carcinoma
de cél-lula petita pulmonar, també tipificat com un CNE d’alt grau des del punt
de vista histologic. Els resultats obtinguts amb la combinacié de plati-etopodsid
en CNE dorigen digestiu és significativament inferior a I'observada en
carcinomes pulmonars de cel-lula petita, suggerint diferéncies bioldgiques
rellevant entre CNE que predisposen a una major o menor sensibilitat a la
quimioterapia.

Des del punt de vista molecular, els CNE de codlon estan poc estudiats, existint

nomeés petites séries i reports de pocs pacients amb resultats heterogenis.

En la present tesi doctoral es presenten els resultats gendmics i epigendmics
més complets fins a l'actualitat en CNE de codlon, associat a experiments
traslacionals amb models murins derivats de pacients amb CNE de colon, fins

al moment no reportats en la literatura.

Des del punt de vista genodmic, s’observa un perfil mutacional molt similar a
'adenocarcinoma de colon pel que fa al gens mutats implicats. En canvi, el
percentatge de mutacions observada difereix significativament dels
percentatges observats en I'adenocarcinoma de colon*. En I'adenocarcinoma
de colon i en funcié de l'estat d’hipermutacio, trobem com a gens més

frequentment alterats ACVR2A, APC, TGFBR2, BRAF, MSH3 i MSH6 en els
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tumors hipermutats, i APC, TP53, KRAS, TTN i PIK3CA en els tumors no
hipermutats, on les mutacions de BRAF sén anecdotiques. Considerant que les
mutacions observades en cada mostra de CNE de cdlon no suggereixen un
estat hipermutacional, i la preséncia d’elevat percentatge de mutacions en els
gens APC, TP53 i KRAS podria suggerir uns similitud gendmica amb
'adenocarcinoma de coOlon, destaca l'elevat percentatge de mutacions
observades en el gen BRAF (32%), comparat amb el 10% observat en
'adenocarcinoma de colon sense inestabilitat de microsatéllits (perfil no
hipermutat). D’altra banda, i intentant explicar I'elevat percentatge de mutacions
observades en el gen BRAF suggestives al menys en I'adenocarcinoma de
colon d’'un estat hipermutat associat a I'inestabilitat de microsatel-lits (mutacions
en el gen BRAF observades fins en el 47% dels casos de I'adenocarcinoma de
colon amb inestabilitat de microsatel-lits, perfil hipermutat), varem comprovar
'estat dels microsatéllits en les mostres de CNE amb técniques de PCR i
immunohistoquimica, demostrant la preservacié dels gens reparadors de 'ADN
en totes les mostres de CNE analitzades (24 de 25). Amb aquests resultats es
demostra que les mutacions observades en CNE, especialment l'elevat
percentatge objectivat en el gen BRAF, provenen de la inestabilitat
cromosomica dels CNE, a diferéncia de l'adenocarcinoma de colon, on
majoritariament les mutacions observades en el gen BRAF provenen de

I'inestabilitat de microsatéel-lits.

Els resultats observats segons el perfil de metil-lacié també demostren que

estem davant de dues neoplasies diferents. Els canvis epigendmics observats

en el CNE son significativament diferents dels observats en I'adenocarcinoma
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de colon, incloent regions amb major i menor grau de metil-lacié. A diferencia
de les NENs G1/G2, el nivell general de metil-lacioé dels CNEs resulta inferior al

de I'adenocarcinoma de colon.

Donat 'elevat percentatge de mutacions observades en el gen BRAF en CNE
de colon, es va crear un model derivat de pacient amb la mateixa mutacio per a
testar l'activitat dels inhibidors de BRAF i comparar-ho amb el tractament
estandard actual (cisplati-etoposid) i amb inhibidors de EGFR. La resposta
observada, amb una parada brusca del creixement dels tumors en el PDX,
confirmen lactivitat preclinica dels inhibidors de BRAF en CNE de codlon
portadors de mutacié V600E en BRAF. L’activitat, superior a la de la
quimioterapia, obre una oportunitat de recerca clinica molt rellevant en una
poblacié de pacients amb limitades opcions de tractament. Recentment, s’han
publicat els primers pacients afectes de CNE de colon portadors de mutacio
V600OE en BRAF i tractats amb inhibidors de la via de les MAPKs.
Desafortunadament, I'eleccié del tractament en aquests pacients s’ha basat en
'experiéncia prévia en melanoma i adenocarcinoma de coélon, combinant
inhibidors de BRAF amb inhibidors de MEK, esperant obtenir una millor
resposta. Segons els resultats del present treball, tant el perfil mutacional en
ADN com els canvis de metil-lacié genomica sén significativament diferents de
'adenocarcinoma de colon, per tant, no es poden assumir les mateixes
expectatives de resposta als inhibidors de BRAF. Observant I'eficacia en
monoterapia de I'inhibidor de BRAF en el model PDX, es pot suggerir que al
menys a nivell preclinic la inhibici6 unica de BRAF podria tenir un efecte

superior que I'observat en 'adenocarcinoma de colon. En aquest sentit, el perfil
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de metil-lacié de 'ADN tumoral en CNE difereix de forma significativa respecte
a I'ADN tumoral de I'adenocarcinoma de colon i s’observen diferéncies
significatives en particular en el gen que codifica EGFR. La pérdua de la
retroalimentacié negativa que exerceixen els productes finals de la via de
senyalitzacié de les MAPKs sobre EGFR és un dels mecanismes descrits que

confereixen resisténcia als inhibidors de BRAF en I'adenocarcinoma de colon*'.

D’altra banda, hem objectivat mutacions en el gen TP53 en el 84% dels casos,
un percentatge significativament més elevat que en I'adenocarcinoma de colon
(53%) i de forma molt rellevant, les mutacions en el gen TP53 s’han associat a
les mutacions en el gen BRAF en el 87% dels casos, quan en
I'adenocarcinoma de colon sén mutuament excloents, p<0.001, a l'igual que les
mutacions en el gen KRAS, concomitants amb TP53 en el 85% dels casos de

CNE de colon i mutuament excloents en l'adenocarcinoma de colon

(www.cbioportal.org). L’elevat percentatge de mutacions observades en el gen
TP53 i aquestes concomitants amb les mutacions en oncogens driver com
BRAF i KRAS destaca la més que probable rellevancia que exerceixen les
mutacions en el gen supressor tumoral TP53 en la biologia del CNE de colon.
L’agressivitat i mal prondstic associat al CNE de colon comparat amb
I'adenocarcinoma es podria explicar per les mutacions observades en TP53i la
inestabilitat cromosdmica que generaria la pérdua de funcié de p53. Aquest fet
ja s’ha en altres tumors de I'area endocrinologica i podria repetir-se en els

CNEs de colon*?,
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Les mutacions observades en el gen KRAS (56%) i NRAS (8%) resulten més
similars a les observades en l'adenocarcinoma de codlon (43% i 9%,
respectivament) podent hipotetizar una aproximacié terapéutica similar a
I'actualment en marxa en poblaci6 RAS mutada en cancer colorectal avancgat,
combinant la inhibici6 de MEK 1/2 amb quimioterapia, amb altres terapies
dirigies contra la mateixa via metabolica (inhibidors de BRAF o EGFR) o
combinacions amb inhibidors de vies metabdliques paral-leles, com la via de
PIK3CA-AKT-mTOR. Si es confirma la diferéncia en I'expressié de EGFR en
CNE de colon comparat amb I'adenocarcinoma de cdlon com a biomarcador
predictiu de resposta a inhibidors de BRAF en CNEs (dades inicials en figura
10), la mateixa explicacié es podria observar amb els inhibidors de MEK 1/2 en
CNEs, podent observar una resposta significativa amb la inhibicié unica
d’aquesta proteina en la poblacié de CNEs K/NRAS mutats. La generaci6 de
models PDXs de CNEs portadors de mutacions en K/NRAS sera necessaria
per a demostrar a nivell traslacional l'eficacia d’aquesta hipdtesi abans de

testar el tractament en pacients afectes de CNEs K/NRAS mutats.
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Figura 10. Determinacié d’expressio de EGFR i p-EGFR en tres models de
PDXs (CTAX2 i CT310x6 corresponents a adenocarcinoma de colon i CTAX12
corresponent al model PDX de CNE utilitzat en els experiments del present
treball de tesi doctoral). En el western blot s’observa la falta d’expressié tant de
EGFR com de p-EGFR en el model PDX de CNE comparat amb els models

d’adenocarcinoma.
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14. CONCLUSIONS

1.- El perfil gendmic dels carcinomes neuroendocrins de primari colonic
presenta més similituds amb les alteracions observades en I'adenocarcinoma
de colon que amb la resta de neoplasies neuroendocrines del tracte digestiu.
2.- Tot i observar mutacions en gens tipics de I'adenocarcinoma de colon, la
incidéncia d’aquestes mutacions és diferent en els carcinomes neuroendocrins
de colon.

3.- Destaca el percentatge de mutacions observades en el gen BRAF i
'associaci® amb un estat no hipermutacional i d’inestabilitat cromosomica,
enlloc de la inestabilitat de microsatel-lits a la que s’associa la mutacié V600E
en BRAF observada en 'adenocarcinoma de colon

4.- El perfil de metil-lacido de 'ADN dels carcinomes neuroendocrins de primari
colonic es significativament diferent a 'observat en adenocarcinomes de colon,
presentant una tendéncia a la menor metilllaci6 comparat amb
I'adenocarcinoma.

5.- La creaci6 de models murins derivats de pacients amb carcinoma
neuroendocri de primari colonic és viable, reproduible i consistent amb el perfil
molecular originari del pacient, i permet testar diferents tractaments en funcio
de les alteracions moleculars observades.

6.- La inhibici6 de BRAF en models PDXs de carcinoma neuroendocri de
primari colonic portadors de mutaci6 V600OE en BRAF ha demostrat una
activitat significativament superior a la de la quimioterapia estandard i el
bloqueig de EGFR, obrint una porta esperangadora a estudis dirigits en

pacients.
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