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RESUMO

Taboada RG. Caracteristicas clinicas e moleculares das neoplasias neuroenddcrinas
gastrointestinais de grau 3: epidemiologia e fatores progndésticos. [Disserta¢do]. Sao Paulo:

Fundacdo Antbnio Prudente; 2021.

A classificacdo de tumores da Organizacdo Mundial de Saude (WHQO) em 2019 subclassificou
as neoplasias neuroenddcrinas (NEN) gastroenteropancredticas (GEP) de grau 3 (G3) em
carcinomas neuroendécrinos (NEC) e em tumores neuroendécrinos (TNE G3), baseando-se em
morfologia e proliferacdo celular. No entanto, sdo escassos os dados de perfil molecular para
as NEN G3. Comparamos caracteristicas clinicopatolédgicas e moleculares destes dois grupos.
De modo retrospectivo, identificamos pacientes consecutivos com NEN GEP G3, revisamos
seus tecidos tumorais armazenados em parafina, os reclassificando de acordo com a
classificacdo WHO 2019 e os analisamos com um painel de sequenciamento genético de nova
geragdo (NGS). Entre 2000 e 2019, 43 pacientes tiveram revisdo patoldgica: 29 (67%) sendo
NEC e 14 (33%) sendo TNE G3, com uma mudanga no diagndstico de 23%. A mediana de
sobrevida global para os pacientes com TNE G3 e NEC foram 55,6 e 11,9 meses,
respectivamente (hazard ratio [HR] 2,78; intervalo de confianca [IC] 95% 1,09 — 7,11; p =
0.042), confirmada por uma andlise multivaridvel (HR 2,9 NEC vs. TNE G3; p = 0.03). NGS foi
realizado em 32 casos: 21 NEC e 11 TNE G3. Mutagbes em RB1 e em PTEN foram
exclusivamente encontradas em NEC. A carga mutacional mediana foi de 5 (0 — 67) mutagdes
por megabases em NEC e 4,5 (0 — 9) entre os TNE G3. Instabilidade de microssatélites foi
encontrada em 3 (14,3%) casos de NEC. Em conclusdo, a revisdo patolégica é essencial para
estimar o prognéstico e plano terapéutico. NEN GEP G3 geralmente possuem baixa carga
mutacional e poucas mutacGes acionaveis, mas 14% dos casos de NEC apresentaram
instabilidade de microssatélites e poderiam se beneficiar dos bloqueadores de correceptores

imunes.

Descritores: Carcinoma Neuroenddcrino, Tumores Neuroenddcrinos, Biologia Molecular



ABSTRACT

Taboada RG. Clinicopathological and Molecular Profile of Grade 3 Gastroenteropancreatic

Neuroendocrine Neoplasms. [Dissertacao]. Sao Paulo: Fundagao Anténio Prudente; 2021.

The 2019 WHO subclassified grade 3 (G3) gastroenteropancreatic (GEP) neuroendocrine
neoplasms (NEN) into neuroendocrine carcinoma (NEC) and tumours (G3 NET) based on
morphology and proliferation. Yet, few data exist on molecular profiles for G3 NEN. We
compared clinicopathological and molecular characteristics of these two groups. We
retrospectively reviewed consecutive G3 GEP NEN patients and had their tumour tissues
reviewed, reclassified as per the WHO 2019, and analysed by a next-generation sequencing
(NGS) panel. Between 2000 and 2019, 43 patients had pathology revision: 29 (67%) were NEC
and 14 (33%) were G3 NET, with a 23% change in diagnosis. Median overall survival for G3 NET
and NEC patients were 55.6 and 11.9 months, respectively (HR 2.78 [95% Cl 1.09 — 7.11], p =
0.042), which was confirmed by an adjusted analysis (HR 2.90 NEC vs. G3 NET; p = 0.03). NGS
was performed in 32 cases: 21 NEC and 11 G3 NET. Mutations in RB1, and PTEN were
exclusively encountered in NEC. Median tumour mutational burden was 5 (0 — 67) mutations
per megabase in NEC and 4.5 (0 — 9) among G3 NET. Microsatellite instability was found in 3
(14.3%) NEC cases. In conclusion, pathology revision is essential to estimate prognosis and
therapeutic plan. G3 GEP NEN generally harbour low TMB and fewer actionable mutations,
but 14% of NEC cases were microsatellite unstable and could benefit from immune checkpoint

inhibitors.

Keywords: Neuroendocrine Carcinoma; Neuroendocrine Tumors; Molecular Biology
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1 INTRODUCAO

As neoplasias neuroenddcrinas (NEN) consistem em um heterogéneo grupo de
neoplasias originadas de células neuroenddcrinas difusamente presentes pelo corpo, exibindo
uma significativa variedade de apresentacbes e desfechos!. Desde a descricido e
estabelecimento do termo carcinoide (“Karzinoide Tumoren”) por Oberndorfer em 1907,
esses tumores foram chamados de neuroectodérmicos, tumores da crista neural, apudomas,
tumores neuroenddcrinos e o atual, NEN?. A evolu¢gdo na nomenclatura reflete o

conhecimento progressivo sobre esse grupo de doencas.

1.1 EPIDEMIOLOGIA

As NEN sdo raras. Considerando todas as neoplasias malignas do trato gastrointestinal,
que é o sistema mais acometido, elas representam cerca de 1,5%. Destas, apenas 5%
pertencem ao grupo de alto grau® 4.

Em um estudo populacional norte-americano com 64.971 pacientes portadores de
NEN, a incidéncia ajustada pela idade aumentou 6,4 vezes entre 1973 (1,09 em 100.000) e
2012 (6,98 em 100.000), o que demonstra que embora sejam neoplasias raras, sua incidéncia
tem crescido nos ultimos anos, particularmente as de origem gastrointestinal™ ©. Em parte,
devido ao aumento no acesso e na melhoria das técnicas de imagem, e em seu maior
conhecimento pelas comunidades clinicas e patoldgicas. No Brasil, ndo é possivel realizar esta
avaliacdo visto que inexistem dados epidemiolégicos nacionais com relagdo as NEN.

O sitio primario de NEN mais comum é o pulmonar, que inclui os tumores de pequenas
células pulmonares que compartilham com os carcinomas neuroenddcrinos extrapulmonares
caracteristicas histopatoldgicas e de tratamento, embora os desfechos possam variar>’. No

entanto, o sistema mais acometido por NEN é o gastrointestinal®.



1.2  DIAGNOSTICO

As NEN consistem em um raro, amplo e heterogéneo grupo de neoplasias, originadas
de células produtoras de peptideos ativos, hormonios, e que compartilham um fenétipo
neural e enddcrino. Sdo descritas por todo o corpo, tanto no sistema neuroenddcrino difuso
(ex., no trato gastrointestinal, pulmdes), estruturas nervosas (ex., paraganglioma,
neuroblastoma) ou em érgdos enddcrinos (ex., adenohipdéfise, medula adrenal).

As NEN podem variar morfologicamente, embora comumente apresentem
caracteristicas enddcrinas, como vesiculas e granulos, e expressam marcadores
imunohistoquimicos neuroendécrinos, principalmente cromogranina A e sinaptofisina (Figura
1a). A avaliacdo patoldgica acurada, além de essencial para o diagndstico, é o primeiro passo
para individualizar o manejo dos pacientes, com papel primordial para prognosticar e predizer

o beneficio de terapias.

1.3 CLASSIFICAGOES

A complexidade deste grupo de neoplasias reflete-se na variedade de classificagdes
possiveis, considerando, entre outros, o local de origem, estadiamento, comportamento
clinico, a presenca de sindromes funcionantes, o grau de proliferacao e a diferenciagao

histoldgica.

1.3.1 Perspectiva histdrica das classificacoes patoldgicas

Em 1980, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) aplicou o termo carcinoide para
descrever todos os tumores neuroenddcrinos (TNE), exceto os de origem pulmonar®. Essa
classificacdo além de ndo se correlacionar com o comportamento clinico, gerou uma confusao
de nomenclatura pelo uso irrestrito do termo carcinoide entre os patologistas e a sindrome
carcinoide, definida clinicamente.

Em 1983, foi criado o anticorpo monoclonal murino MIB-1, anti-Ki-67°. Ki-67 é uma
proteina nuclear expressa em células em proliferacdo (fases S e M do ciclo celular). Em 1996,
foram descritos os primeiros relatos do papel progndstico do indice de Ki-67 em TNE usando
o anticorpo MIB-1%% 11, Em 2000, a primeira classificacio da WHO para as NEN favoreceu o

uso do termo TNE, em detrimento de tumor carcinoide!?. Em 2006, a classificacdo da



sociedade europeia de TNE (ENETS) propds um sistema de graduacdo de proliferacdo com
base no Ki-67%3. Em 2010, a WHO classificou as NEN de acordo com o progndstico
considerando a histopatologia e o indice proliferativo Ki-67%. A classificacdo WHO foi revisada
em 2017, e em 2019, com o reconhecimento de um novo grupo de NEN bem diferenciadas.
A classificacdo WHO 2019 definiu as seguintes categorias prognodsticas: TNE grau 1 (G1)
(tumores bem diferenciados, com Ki-67 < 3% e/ou contagem mitética <2/2 mm?); TNE grau 2
(G2) (tumores bem diferenciados, com Ki-67 entre 3%-20% e/ou contagem mitdtica 2-20/2
mm?); TNE grau 3 (G3) (bem diferenciado, com Ki-67 > 20% e/ou contagem mitdtica > 20/2
mm?); carcinoma neuroenddcrino (NEC) (pouco diferenciado, com Ki-67 > 20% e/ou contagem
mitdtica > 20/2 mm?) (Tabela 1). O termo neoplasia inclui tanto os tumores (bem

diferenciados) quanto os carcinomas neuroenddcrinos (pouco diferenciados).

Tabela 1 - Classificacdo das neoplasias neuroenddcrinas do trato gastrointestinal®®.

Contagem de )
Terminologia Diferenciacdao Grau Indice de Ki-67
mitoses/2mm?

TNE G1 Baixo <2 <3%
Bem
TNE G2 Intermedidrio 2-20 3-20%
diferenciado
TNE G3 Alto >20 >20%
NEC, pequenas células Pouco >20 >20%
Alto
NEC, grandes células diferenciado >20 >20%

Bem ou pouco
MiINEN Variavel Variavel Variavel
diferenciado

Nota 1: A contagem de mitoses é expressa como o nimero de mitoses/2 mm? (equivalente a 10 campos de grande aumento
com uma maghnificacdo de 40x e um campo ocular com didmetro de 0,5 mm).

Nota 2: O indice de Ki-67 é determinado pela contagem de ao menos 500 células nas regides de maior atividade mitdtica.
Nota 3: O grau final é determinado pelo maior indice de proliferagdo (entre a contagem mitética e o Ki-67).

Abreviagdes: G1, grau 1; G2, grau 2; G3, grau 3; MIiNEN, neoplasias mistas neuroenddcrinas e ndo-neuroenddcrinas; NEC,
carcinoma neuroenddcrino; TNE, tumor neuroenddcrino.

1.3.2 Heterogeneidade das NEN gastroenteropancreaticas G3

As NEN gastroenteropancredticas (GEP) G3 constituem um grupo heterogéneo de
neoplasias. Foram definidas desde a classificacdo da WHO de 2010 com base na morfologia e
na atividade proliferativa, com um indice de Ki-67 superior a 20%*. Em 2013, um grupo
francés, pela primeira vez, publicou sobre a heterogeneidade entre os NEC e criaram o termo
TNE G316, Apds a confirmacdo por outros estudos a WHO subclassificou as NEN G3. Primeiro

em 2017, para o sitio pancreatico, definindo-se os TNE pancreaticos G3 como NEN bem



diferenciadas, com um indice de Ki-67, em geral, entre 20% e 50%; enquanto os NEC tém
histologia pouco diferenciada e geralmente indice de Ki-67 maior que 50%'". Em julho de
2019, essa subclassificacdo foi expandida para os demais sitios gastrointestinais®®.

Raros estudos retrospectivos sobre NEC e TNE G3 pancreaticos, sugerem que além de
entidades com progndstico distintos elas possuam perfis moleculares também distintos. Os
NEC frequentemente possuindo mutac¢des em TP53 e Rb'® e compartilhando alteracdes
gendmicas com a sua contraparte de adenocarcinoma/carcinoma®®?l. Enquanto os TNE G3

possuem um panorama mutacional que se assemelha aos TNE G1 e G2%%.

1.4 PROGNOSTICO

A heterogeneidade das NEN se reflete no distinto progndstico. A variabilidade do curso
clinico depende, entre outros fatores, da origem do sitio primdrio, da diferenciacao histoldgica
e proliferacdo celular, do estadiamento, da presenca de sindromes funcionantes, do
comportamento bioldgico e da disponibilidade de tratamentos.

Uma avaliacdo patoldgica acurada é o padrdo ouro diagnéstico das NEN. Além disso,
representa o primeiro passo para individualizar o manejo. O indice de Ki-67, com valores entre
0 e 100%, representa a proliferacdo celular com o seu aumento correlacionado com uma
maior agressividade tumoral. Em adi¢dao, enquanto os TNE possuem um tipico padrao
organoide de crescimento, com grupos celulares aninhados ou em arranjos pseudo-
glandulares, os NEC s3ao pouco diferenciados por definicdao, resultando em um pior
progndstico. Parcialmente pela sua perda de diferenciacdo, os NEC sdo menos propensos a
secretar substancias vasoativas e os pacientes sdao frequentemente diagnosticados com
doenca metastatica sem a presenca de sintomas hormdnio relacionados?2.

Os NEC podem ser subclassificados em pequenas células ou grandes células. O grupo
de pequenas células possuem células com citoplasma escasso e nucleos fusiformes com
nucléolos imperceptiveis e cromatina finamente granular, em uma distribuicdo laminar. O
grupo de grande células apresenta morfologia com padrdes de ninhos ou trabeculares de
células redondas, poligonais, com citoplasma moderado e nucleos grandes, com nucléolos
proeminentes e cromatina vesicular'®. A subclassificacdo NEC entre células pequenas ou
células grandes tem pouca relevancia clinica atualmente, mas um estudo recente, conduzido

com participacao do nosso grupo, mostrou que os NEC extrapulmonares de células grandes e



em estadio avancado respondem menos a quimioterapia a base de platina e tem sobrevida

mais curta do que a contraparte de células pequenas?.

1.5 TRATAMENTO

O manejo dos pacientes com NEN GEP G3 representa um desafio clinico devido a sua
raridade, agressividade, comum apresentacdo tardia (casos incuraveis), limitacdes nas
modalidade de imagens e de biomarcadores preditivos, com restritas op¢des terapéuticas de
beneficio variado no contexto de doenca avancada?“.

Os casos de NEC metastaticos, em contraste com as NEN bem diferenciados,
frequentemente respondem a quimioterapia baseada em platina, embora seu progndstico
seja reservado, com uma mediana de sobrevida global entre 7 e 11 meses?> 26, O tratamento
sistémico de primeira linha é frequentemente quimioterapia baseada em platina, como
extrapolacdo do tratamento de pacientes com carcinoma de pequenas células pulmonares?”
29 A platina, seja cisplatina ou carboplatina, é frequentemente associada ao etoposideo ou ao
irinotecano3%-33, Estes protocolos sdo baseados em séries retrospectivas, sendo a maior delas
publicada em 2013, com 305 pacientes portadores de NEC gastrointestinais avangados. Esta
série ndrdica observou que os pacientes com NEN com Ki-67 menores que 55% apresentavam
menor taxa de resposta, porém melhor sobrevida que pacientes com NEN com Ki-67 maiores
ou iguais a 55%, sugerindo que ha subgrupos progndsticos distintos nas NEN G334,

Os tratamentos baseados em platina para pacientes com NEC extrapulmonares
oferecem taxas de resposta que variam entre 36% a 70%, menores do que as encontradas no
tratamento dos carcinomas de pequenas células pulmonares, sugerindo uma diferenca
molecular entre eles3>. Embora em ambos as alteracdes mais frequentes sejam em TP53 e em
RB1, notam-se altera¢Ges génicas especificas por sitios tumorais, sugerindo que terapias

otimizadas poderdo ser sitio-especificas3> 3¢.

1.6 MEDICINA PERSONALIZADA

O conceito de medicina personalizada inclui o tratamento mais adequado ao paciente
especifico em uma decisdo baseada em gendmica®’. A oncologia personalizada é o protétipo

da medicina personalizada, com o uso de informag¢des moleculares tumorais para guiar o



diagndstico, progndstico e tratamento, tornando-se importante drea de estudo3®. O avanco
na compreensdao das vias moleculares da carcinogénese e suas respectivas alteragdes
moleculares permitiu o desenvolvimento de terapias alvo especificas, mais eficazes e com
menor potencial de toxicidades. Nesse contexto, encontram-se consagradas as terapias como
o trastuzumabe (anticorpo monoclonal anti-HER2) utilizado em subtipos de cancer de mama,
estdbmago e cdélon; cetuximabe (anticorpo anti-EGFR) em cancer colorretal e de cabeca e
pescoco; e o imatinibe (inibidor de tirosina quinase anti-c-Kit) util em leucemias e tumores
estromais gastrointestinais.

O sucesso da oncologia personalizada depende da acuracia de testes diagndsticos para
biomarcadores preditivos de beneficio. Frequentemente, utilizam-se testes denominados
companion diagnostic, em que se associa o beneficio de um medicamento a um teste
especifico. Constantes sdo os esforcos para a identificacdo de biomarcadores e tratamento
direcionados, em comparacdo a terapia convencional ndo especifica3® 4,

Os obstaculos para uma oncologia personalizada incluem desafios cientificos como a
determinacdo de quais alteragdes moleculares apresentam a maior significancia clinica, a
limitacdo de efeitos adversos off-target das drogas alvo, a identificacdo de biomarcadores
preditores de resposta e os mecanismos de resisténcia resultante da chamada “pressao

I”

clonal” induzida por terapias alvo. Adicionalmente, existem desafios regulatérios que
protejam as informacbes dos pacientes, ao mesmo tempo que encorajem a inovacao
cientifica®’. Por fim, est3o os desafios de politicas publicas de saide, que permitam viabilizar

o maior beneficio e acesso, para o maior nimero de pacientes.

1.6.1 Oncologia personalizada nas NEN

A raridade das NEN limita a capacidade de desenvolver novas terapias e torna
primordial a abordagem da oncologia personalizada. No passado, o tratamento era
prioritariamente baseado em quimioterapia com pouca atencdo a biologia tumoral. De fato,
comparativamente a canceres mais prevalentes, o estudo molecular das NEN foi limitado por
muitos anos, em parte devido a sua raridade. Um fator limitante adicional era a necessidade
de quantidade e qualidade adequadas de tecido para analises moleculares de baixo
rendimento. Como a grande maioria dos pacientes com NEN G3 se apresentam com doenca
metastdtica, o material tumoral comumente obtido é proveniente de bidpsias e ndo de

resseccoes cirurgicas, o que reforca as limitagcdes dessas andlises teciduais.



1.6.2 Sequenciamento massivo paralelo

Nesse contexto, o advento do sequenciamento paralelo massivo de alto rendimento,
conhecido como sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés next generation
sequencing) revolucionou o campo da oncogenética, tornando-se essencial para o melhor
entendimento da biologia tumoral. Existem inumeras plataformas de NGS com diferentes
tecnologias de sequenciamento genético. Todas requerem robustas tecnologias de
bioinformatica para um correto alinhamento das leituras com a sequéncia de genoma de
referéncia e assim, evitar resultados falso positivos ou negativos. Na pratica clinica, é
fundamental o conhecimento da biologia molecular do tumor em questdo, e possivel
acionabilidade, ao solicitar o tamanho do teste molecular. Painéis menores frequentemente
encontram as necessdrias mutagdes, alteracdes do niumero de copias e rearranjos génicos,
com uma menor proporg¢ao de variantes de significado indeterminado. Em contrapartida, os
extensos painéis que podem incluir até todo o exoma, ou genoma, tumoral podem ser Uteis
em tumores muito raros em que as alteracées moleculares ndo sdao previamente conhecidas.
Estes, envolvem um maior custo, bioinformdatica mais complexa e experts para a
interpretacao.

Dois pivotais estudos utilizaram a tecnologia NGS para estudar detalhadamente o
perfil gendbmico dos TNE pancreaticos. Em 2011, Jiao et al. sequenciou o exoma de 10 TNE
pancreaticos, expandindo a analise das variantes patogénicas em mais 58 casos e comparando
com amostras tumorais de adenocarcinoma de pancreas. ldentificou-se frequentes mutacdes
em MEN1 (44%), DAXX/ATRX (43%) e em genes da via mTOR (15%); em contraste, a constante
alteracdo em KRAS nos adenocarcinomas pancreaticos ndo foi encontrada 2. Em 2017, Scarpa
et al. realizou o sequenciamento do genoma de 102 casos de TNE pancreaticos e, entre outros
achados, estabeleceu que as quatro vias principais de carcinogénese seriam a de
remodelamento de cromatina, ativacdo da via mTOR, a de manutencdo dos teldmeros e a de
defeitos do reparo de DNA “3. Enquanto o perfil gendmico dos TNE pancredticos é
parcialmente conhecido, existem poucas informac¢des tumorais moleculares dos outros sitios

de NEN GEP.



2 JUSTIFICATIVA

Diante de um grupo de doenca rara e heterogénea, com varidvel progndstico, o perfil
molecular pode melhorar tanto a acuracia da classificacdo das NEN G3 como seu manejo
clinico. Nesse contexto, os TNE G3 s3o um subgrupo ainda mais raro em que dados mais
detalhados sdo necessdrios para melhor compreender seu perfil clinico e molecular,
particularmente entre os TNE G3 ndo pancreaticos. No entanto, pouca informacgao existe
sobre a carga e perfil mutacional das NEN G3. Adicionalmente, dado que a alta carga
mutacional (TMB-h: 10 ou mais mutacdes por megabase, determinada pelo teste
FoundationOne®©) atualmente é utilizada em outros paises como um fator preditivo para o
uso de bloqueadores de correceptores imunes, torna-se importante o conhecimento sobre a
frequéncia da carga mutacional em NEN G3%,

Portanto, objetivamos avaliar as caracteristicas clinicopatolégicas e moleculares dos
TNE G3 GEP e NEC GEP em uma coorte de pacientes com amostras tumorais submetidas a

revisao patoldgica, tratados no A.C.Camargo Cancer Center.



3 OBIJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Descrever as caracteristicas clinicopatoldgicas e moleculares dos pacientes com NEN

G3 gastrointestinais tratados no A.C.Camargo Cancer Center desde o ano de 2000.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a composicao de NEN G3 ao serem reclassificados de acordo com a classificagao
WHO 2019.
. Avaliar a associacdo entre os subtipos de NEN G3, apds a reclassificacdo pela WHO

2019, e os desfechos de sobrevida global.
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4 METODOS

4.1 TIPO DO ESTUDO

Trata-se de estudo de coorte retrospectivo (por andlise de prontudrio) de pacientes
com NEN GEP G3 que foram atendidos e tratados pela Oncologia Clinica do A.C.Camargo

Cancer Center entre janeiro de 2000 e setembro de 2019.

4.2 DESFECHOS

4.2.1 Desfechos primarios
Caracteristicas clinicas e demograficas, histolégicas da populacdo e perfil molecular
(analise mutacional, carga mutacional, presenca de instabilidade de microssatélites) por NGS

das amostras tumorais disponiveis.

4.2.2 Desfechos secundarios
Sobrevida global: definida como o intervalo entre a data do inicio do tratamento da

doenca avangada metastatica e o dbito por qualquer causa ou perda de seguimento.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

Os pacientes elegiveis foram identificados utilizando o descritor “neuroenddcrino” no
sistema institucional de busca de pacientes, Recruit. Os prontuarios eletrénicos, AcProject,
Sistemas MV e Tasy, foram utilizados para coletar os dados. A amostragem foi de conveniéncia
e os pacientes consecutivos foram considerados elegiveis se possuissem todos os critérios de

inclusdo e nenhum dos critérios de exclusdao abaixo descritos.

4.3.1 Elegibilidade - Critérios de inclusao

. Maiores de 18 anos.



4.3.2

4.4
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Confirmacdo histolégica de NEN G3 (Ki-67 > 20% ou pouco diferenciado)
gastrointestinais ou de primdrio desconhecido, desde que o primario de origem
pulmonar possa ser descartado (baseado em exames de imagem e no perfil de
imunohistoquimica).

Estadiamento localmente avancado ou metastatico.

Tratados pela Oncologia Clinica do A.C.Camargo Cancer Center entre janeiro de 2000
e setembro de 2019.

Material do tumor disponivel no servico de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo

Cancer Center.
Elegibilidade - Critérios de exclusao
Pacientes com tumores mistos neuroenddcrinos nao-neuroenddécrinos (MiNEN).

Pacientes que realizaram apenas consulta de segunda opinido, sem seguimento ou

tratamento cujos dados ndo estejam disponiveis para a coleta.

DESENHO DO ESTUDO

Estudo retrospectivo, unicéntrico, com coleta de dados dos prontuarios médicos

eletrénicos e revisao de material anatomopatoldgico.

4.4.1

Coleta de variaveis

Dados clinicos coletados:

Dados demograficos (idade ao diagndstico, sexo)

Dados clinicos (performance status ao inicio do tratamento definido pelo Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG)

Presenca de sindrome funcionante

Historia de tabagismo

Comorbidades (definido como condicdo clinica que necessite de terapia
medicamentosa e avaliado pelo escore Charlson)

indice de massa corpérea (IMC) ao diagndstico

Presenca de sindrome hereditaria conhecida

Dados patoldgicos coletados:
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. Localizagdo do sitio primario do tumor
. Presenca e sitios de metastases

. indice de Ki-67

. Diferencia¢ao tumoral

. Tamanho celular (NEC)

Dados de imagem coletados:

. Fluorodeoxyglucose [18F] positron emission tomography (FDG-PET)
. Imagem funcional de receptor de somatostatina (SRI) (positiva ou negativa por
avaliacdo qualitativa): PET-CT 68Ga, ou Octreoscan®

Dados do tratamento:

o Tipo de tratamento (cirurgia, radioterapia, tratamento sistémico); quantas e quais
linhas foram realizadas
o Razdbes para descontinuagao

Dados moleculares:

. Mutagdes somadticas, status de instabilidade de microssatélites e carga mutacional
(avaliadas pelo teste FoundationOne®)

Dados de seguimento:

. Data do 6bito, causa da morte, ou data da ultima visita de seguimento

4.4.2 Avaliagdo patoldgica

Todos os casos com laminas de tumor disponiveis foram revisados com foco na
diferenciacao histoldgica pela L.C.L.C., patologista com experiéncia em NEN, e reclassificados
de acordo com a classificacdo da WHO 2019, A classificagdo WHO 2019 histologicamente
gradua as NEN GEP baseando-se na morfologia e atividade proliferativa.

A atividade proliferativa foi avaliada através do indice de Ki-67. Ki-67 é uma proteina
nuclear expressa em células em proliferacdo (fases S e M do ciclo celular) e é identificada
através do anticorpo murino anti-Ki-67, MIB-1. Para a definicdo do indice de Ki-67 avaliou-se
a porcentagem de células com expressdo positiva pelo MIB-1 de um total de 500 a 2000
células, avaliadas em locais de hot spots (dreas com alta expressao de Ki-67). As NEN com Ki-
67 maior que 20% sdo consideradas como NEN de alto grau, ou G3 (Figura 1b).

As NEN de alto grau (Ki-67 > 20% e/ou contagem mitdtica > 20/2 mm?) foram

subsequentemente classificadas em TNE G3, se bem diferenciadas, ou NEC, se com pobre
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diferenciacdo. Os TNE G3 possuem células com nucleos redondos ou ovais com cromatina em
“sal e pimenta” e minima a moderada atipia. Possuem um padrao de crescimento do tipo
organoide, com ninhos bem diferenciados ou com arranjos pseudo-glandulares, justaposicao
de capilares e sem necrose (Figuras 1c e 1d).

Os NEC sdo de pobre diferenciacdo e sao, por definicdo, sempre de alto grau. Possuem
células atipicas, altamente proliferativas, com nucleos pleomdrficos e angulados, com borda
irregular e intensa hipercromasia. As figuras de apoptose e de mitose sdo mais facilmente
identificaveis e a presenca de necrose, embora nao seja critério exigido para graduacao
histoldgica nos tumores gastroenteropancredticos, sugere comportamento agressivo e de alto
grau. De forma geral, apresentam aspecto infiltrativo. A semelhanca da contraparte pulmonar,
os NEC podem ser ainda subclassificados em NEC de pequenas ou grandes células. Na
morfologia, o grupo de pequenas células tem uma camada difusa de células com citoplasma
escasso e nucleos fusiformes com nucléolos imperceptiveis e cromatina finamente granular.
O grupo de grandes células apresenta uma morfologia com padrdes semelhantes a ninhos ou
trabéculas de células redondas/poligonais, com quantidade moderada de citoplasma e
nucleos grandes com nucléolos proeminentes e cromatina vesicular. A tabela 2 seleciona as

principais de caracteristicas histolégicas dos subtipos de NEN de alto grau.

-
Abreviagdes: G3, grau 3; TNE, tumor neuroenddcrino
Figura 1a — TNE pancreatico G3 com cromogranina A positiva
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Abreviagbes: G3, grau 3; TNE, tumor neuroenddcrino.
Figura 1b — TNE pancredtico G3 com Ki-67 de 60%

AbreviagBes: G3, grau 3; HE, hematoxilina e eosina; TNE, tumor neuroenddcrino.
Figura 1c — TNE pancreatico G3 em HE —aumento de 10x



AbreviacBes: G3, grau 3; HE, hematoxilina e eosina; TNE, tumor neuroenddcrino.
Figura 1d — TNE pancreatico G3 em HE — aumento de 40x

Tabela 2 — Caracteristicas histolégicas dos NEN G3

15

Padrao de
Nucléolos Nucleos Células Atipias Necrose
crescimento
Cromatina; Redondos/ Redondas/ Minima/ geralmente
TNE G3 Organoide
sal e pimenta Ovais Mondtona Moderada ausente
Camada difusa
Pequenas Fusiformes/ Aspecto
Imperceptiveis ¢/ citoplasma Presente +/-
células Hipercromatico infiltrativo
NEC escasso
Grandes Grandes/ Aspecto
Proeminentes Pleomorficas Presente +/-
células Hipercromatico infiltrativo

Abreviagdes: G3, grau 3; NEC, carcinoma neuroenddcrino; NEN, neoplasias neuroenddcrinas; TNE, tumor neuroenddcrino.

4.4.3 Avaliagao molecular

A avaliacdo molecular foi realizada em material de parafina arquivado utilizando-se o

teste FoundationOne®. Este teste foi realizado majoritariamente com o objetivo exclusivo de

pesquisa, tendo sido financiado como fomento de pesquisa pela empresa Roche-Genetech. A

esses, somaram-se alguns casos em que o teste foi solicitado como rotina de assisténcia aos

pacientes com NEN G3.
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O teste FoundationOne® esta comercialmente disponivel no Brasil (aprovado pela
ANVISA) e que foi desenvolvido para fornecer informagbes capazes de auxiliar o médico na
selecdo de tratamento, além de facilitar a busca de possiveis estudos clinicos em andamento.
Este teste é rotineiramente solicitado por oncologistas de todo Brasil, incluindo no
A.C.Camargo Cancer Center, para auxiliar decisdo terapéutica de pacientes com tumores
sélidos. O DNA extraido dos blocos de parafina foram analisados através de NGS. Este teste
avalia 324 alteracbes genOmicas somaticas comuns nos canceres humanos (ex., mutacdes,
amplificagcbes/alteracbes no numero de copias, rearranjos/fusGes), a carga mutacional
(cobertura de 0,8 megabase de regido codificante do genoma tumoral, capturando mutacgdes
sinbnimas e ndo sinGnimas) e presenca de alta frequéncia de instabilidade de microssatélite
(MSI-H). A lista completa do painel testado encontra-se disponivel na pagina
https://www.foundationmedicine.com.br/content/dam/rfm/br_v2-
pt_br/downloads/F1CDx_Techinfo_09-03_Portuguese2.pdf.

No teste FoundationOne®, a MSI-H é determinada por um escore global baseado na
analise de 95 Joci (ndo usando os 5 de 7 MSI /oci descrito comumente em diretrizes clinicas).
Cada amostra foi classificada como MSI-H, estavel (MSS) ou desconhecido — caso o status de
MSI ndo puder ser determinado. O limiar entre MSI-H e MSS foi determinado previamente por
concordancia analitica entre imunohistoquimica e por reacdo em cadeia da polimerase
realizada em amostras teciduais de cancer uterinos e colorretais*. A carga mutacional
tumoral (TMB) medida pelo FoundationOne® mostrou boa correlagdo com o TMB medido pelo
sequenciamento de todo o exoma*’. As mutag¢des sdo comumente reportadas como varidveis
binarias; na época do estudo, a frequéncia alélica das mutacdes encontradas nao eram
descritas. Nao descrevemos as variantes de significado indeterminado. Todo material de
tumor e/ou tecido excedente foi retornado ao solicitante, que neste caso, sdo 0s

investigadores oncologistas e patologistas do A.C.Camargo Cancer Center.

4.5 CONSIDERAGOES ESTATISTICAS

O tamanho da amostra foi determinado com base em conveniéncia e viabilidade a
partir de 2000, considerando a raridade das NEN G3. Estimamos incluir aproximadamente 60

pacientes.
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Estatistica descritiva foi utilizada para reportar as caracteristicas da populagdo. As
varidveis categodricas foram expressas como porcentagens e as varidveis continuas foram
expressas com as medianas e respectivas intervalos. O teste exato de Fisher foi utilizado para
as varidveis categoricas e os testes t-test ou Mann-Whitney U para as varidveis continuas,
conforme apropriado, para comparar caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes
com TNE G3 e NEC. A presenga de mutagdes de acordo com o grupo de NEN G3 e mecanismo
génico foram apresentadas no formato de heatmap. Os tipos de tratamentos sistémicos em
primeira e segunda linha foram apresentados com o modelo de diagrama de Sankey.*®

A sobrevida global foi calculada a partir do inicio do tratamento sistémico até a data
de morte por qualquer causa ou perda de seguimento. A sobrevida global foi estimada pelo
método de Kaplan-Meier e comparacdes foram feitas com o teste de log-rank. O tempo de
seguimento foi calculado pelo método Kaplan-Meier reverso. A regressao univariada de Cox
foi utilizada para avaliar o impacto de relevantes covaridveis clinicopatolégicas, como o sitio
tumoral primdrio (pancredtico vs. ndo-pancredtico), presenca de metdstases (ou localmente
avancado), comorbidades (escore Charlson) e diferenciagdio tumoral (bem vs. pouco
diferenciado) na sobrevida. Varidveis com um p valor < 0.1 nas analises univariadas foram
introduzidos no modelo multivaridvel de Cox. Analises de varidveis tempo-para-evento
utilizaram hazard ratio (HR) com intervalos de confianca (IC) de 95%. Valores de p bicaudados
< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O término do seguimento foi em 1
de setembro de 2019. Todos os testes estatisticos foram feitos com o programa estatistico

Stata IC/16.0 (StataCorp, College Station, Estados Unidos).

4.6  ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi realizado de acordo com os aspectos éticos orientados pela Declaracao
de Helsinki em 1989 e pela resolucdo 196/96 sobre pesquisas envolvendo seres humanos do
Conselho Nacional de Saude. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer Center / Fundagdo Antonio Prudente, sob o niumero
2642/18 (Anexo 1). Os dados dos pacientes foram tratados de forma andnima. O Unico risco
associado a este estudo foi a possivel perda de confidencialidade de dados, pelo qual o
maximo de cuidado foi tomado para ndo ocorrer. Para isso, identificadores diretos, como

nome completo, siglas, e data de nascimento ndo foram inseridos no banco de dados; todo e
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qualquer dado que pudesse levar a identificacdo dos pacientes foi codificado, fazendo com
que o risco de perda de confidencialidade fosse minimo. Somente os investigadores tiveram
acesso ao banco de dados do estudo, armazenado em computador protegido por senha
individual e, tendo sido posteriormente inseridos na plataforma institucional RedCap.

As andlises moleculares foram realizadas por teste diagndstico comercialmente
disponivel, Foundation One® e ndo como teste exploratério de pesquisa. O patrocinador
Roche-Genetech custeou os testes FoundationOne®, ndao tendo nenhum envolvimento no
desenho, analise dos dados, andlise estatistica e interpreta¢cdo dos resultados, também nao
possuindo qualquer acesso aos dados clinicos dos pacientes.

O estudo foi conduzido em concordancia com o protocolo internacional de diretrizes
para boas praticas clinicas e com as normas nacionais vigentes de pesquisa, incluindo a
resolucdo do Conselho Nacional de Saude numero 466, de 12 de dezembro de 2012, do

Conselho Nacional de Saude.

4.7 CUSTOS

A parte de coleta de dados e analise estatistica foi realizada pelos investigadores e por
isso, sem custo. O custo do teste diagndstico Foundation One® para 60 amostras de tumor
foram custeados como fomento de pesquisa pela empresa Roche-Genentech. A empresa
Roche-Genetech também forneceu fundos para custeio de separacdo e revisdo dos casos pela

Anatomia Patoldgica e taxas administrativas.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Ao todo, 1.296 pacientes foram identificados e triados (Figura 2). Noventa e quatro
por cento destes ndao preencheram os critérios de elegibilidade e foram excluidos. No geral,
77 pacientes foram elegiveis e tiveram seus dados coletados. A maioria dos pacientes (n=67,
87%) foram diagnosticados a partir de 2010. Cinquenta e quatro (70%) pacientes abriram o
quadro com doenga metastatica. A localizagao primaria mais frequente foi pancreatica, tanto
para os TNE G3 (36%) quanto para os NEC (34%) (Figura 3). Nao houve diferenca de
positividade entre o PET-FDG e a imagem funcional para receptores de somatostatina entre
os TNE G3 e os NEC. Histdria de tabagismo foi alta (préoxima a 70%) para ambos os grupos.
Dentre 77 pacientes, 43 (56%) tiveram amostras teciduais disponiveis para a revisao

patoldgica e possuem suas caracteristicas descritas na Tabela 2.

1296 pacientes encontrados

430 pacientes excluidos —
sem diagndstico de NEN

\4
866 pacientes com diagndstico de NEN
6 pacientes incluidos do 795 pacientes excluidos —
ambulatério sem diagndstico de G3/TGlI

A4
77 pacientes com NEN G3 TGl

v v

43 casos submetidos a revisao 32 casos submetidos a NGS

AbreviagBes: G3, grau 3; NEN, neoplasias neuroenddcrinas; NGS, next generation sequencing; TG, trato
gastrointestinal.

Figura 2 - Fluxograma com descri¢do dos casos incluidos no estudo
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TNE G3 NEC

I Pincreas I Gastrico
I Colon/Reto [ Primario desconehcido
I Midgut I Anal

Abreviagdes: TNE, tumor neuroenddcrino; NEC, carcinoma neuroenddcrino.
Figura 3 - Localiza¢do do tumor primario

5.2  CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS E MOLECULARES

Dentre os 43 casos com amostras teciduais adequadas para a revisdo patoldgica: 29
(67%) eram NEC e 14 (33%) eram TNE G3, com uma mudanca do diagndstico inicial de 23%
(10 dos 43 casos revisados foram inicialmente classificados como NEC foram reclassificados
como TNE G3). A mediana de Ki-67 para os TNE G3 e NEC foram 45% e 75% (p=0.06),
respectivamente, com casos de TNE G3 com Ki-67 até de 80% (Figura 4). Dois tercos (66%) dos

NEC possuiam histologia de grandes células.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicopatoldgicas e associacdo com TNE G3 e NEC

TNE G3 NEC NEN G3 p-valor
Total; n (%) 14 (33) 29 (67) 43 (100) -
Idade, anos; mediana (intervalo) 55(32-74) 57(26-91) 56 (26-91) 0.32
Sexo, masculino; n (%) 8 (57) 18 (62) 26 (60) 0.76
Pancreas 5(36) 10 (34) 15 (35)
Géstrico 3(21) 6(21) 9(21)
o Colon/Reto 3(21) 6(21) 9(21)
Sitio primdrio; n (%) Desconhecido 3(21) 5(17) 8(19) i
Midgut - 1(3) 1(2)
Anal - 1(3) 1(2)
Metastatico ao diagndstico; n (%) 8(57) 20 (69) 28 (65) 0.33
0 11 (79) 18 (62) 29 (67)
ECOG PS; n (%) 1 3(21) 9(31) 12 (28) 0.44
2 - 2(7) 2 (5)
IMC, mediana 25 24 24 0.80
Comorbidades, Charlson; mediana 7 7 7 0.52
Tabagismo/Tabagismo prévio; n (%) 7 (70) 14 (67) 21 (68) 0.85
Sindrome funcionante, n (%) 1(7) 2(7) 3(7) 0.70
Sindrome genética, n (%) 2 (14) 0(0) 2 (5) 0.10
SRI, positividade; n (%) 5/7 (71) 9/13 (69) 14/20 (70) 0.67
FDG-PET, positividade; n (%) 6/9 (67) 12/16 (75) 18/25 (72) 0.66
NEC subtipo, n (%) Pequenas células - 10 (34) - -
Grandes células - 19 (66) - -
Ki-67, mediana (intervalo) 45 (25-80) 75 (25-100) 60 (25-100) 0.06

Nota 1: Ambos os casos com sindrome genética eram MEN-1, com um Ki-67 de 25% e 30%.

Nota 2: SRI: imagem funcional de receptor de somatostatina por avaliagdo qualitativa.

Nota 3: As porcentagens podem ndo somar 100 devido ao arredondamento.

AbreviacGes: ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; IMC, indice de massa corpérea; FDG-PET, tomografia
por emissdo de positrons 18F-fluorodeoxiglicose; NEC, carcinoma neuroenddcrino; NEN, neoplasias
neuroenddcrinas; TNE, tumor neuroenddcrino; PS, performance status; SRI, imagem funcional de receptor de
somatostatina.

Do total de 77, 32 (42%) casos apresentaram material suficiente para a realizacdo de
NGS, sendo 21 casos de NEC e 11 de TNE G3. A carga mutacional tumoral foi de 5 (0-67)
mutac¢bes por megabase entre os NEC e 4,5 (0-9) entre os TNE G3 (p=0.63). Houve 3 (14,3%)
casos com alta frequéncia de instabilidade de microssatélite entre os NEC (2 de origem
colbnica e 1 gastrico), mas zero entre os TNE G3 (p=0.53). Um caso de MSI-H ndo apresentou
mutacdOes deletérias nos genes de reparo de DNA, sugerindo eventos epigenéticos como causa
desse fendtipo. Entre os TNE G3, as variantes patogénicas mais comuns foram em TP53 (27%),
CDKNZ2A, ARID1A, e MEN1 cada com 18%. Em contraste, no grupo de NEC, as alteracées mais
prevalentes foram em TP53 (71%), RB1 (38%) e PTEN (29%). A Tabela 3 resume os principais
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genes mutados, a carga mutacional tumoral e a presenga de instabilidade de microssatélite
entre as NEN G3. A Figura 5 detalha os tipos de mutagdes e a presenca de amplificacdes

génicas por NEN G3, agrupando as alteracdes génicas por mecanismos envolvidos.

L

25 30 35 40 50 60 70 80 90 95 100
Ki-67 (%)

BN NeGc3 [ \EC

Nota 1: Um caso de NEC sem indice de Ki-67.
Abreviagdes: TNE G3, tumor neuroenddcrino grau 3; NEC, carcinoma neuroenddcrino.

Figura 4 - Descri¢do do Ki-67 e da diferencia¢cao por TNE G3 e NEC
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Tabela 4 - Perfil molecular

TNEG3 NEC NEN G3

Mutagoes; n (%) 11(100) 21(100) 32(100)
TP53 3(27) 15 (71) 18 (56)
RB1 - 8(38) 8 (25)
CDKN2A 2(18) 4 (19) 6 (19)
PTEN - 6 (29) 6 (19)
ARID1A 2(18) 3(14) 5 (16)
APC - 4 (19) 4 (13)
KRAS 1(9) 3(14) 4 (13)
CCNE1 - 3 (14) 3(9)
FBXW7 - 3(14) 3(9)
GNAS - 3(14) 3(9)
MSH2 - 2 (10) 2(6)
MSH6 - 2 (10) 2(6)

Carga mutacional
Desconhecida; n (%) 1(9) 2 (10) 3(9)
Mediana (intervalo) 4.5(0-9) 5(0-67) 5(0-67)

MSI
Desconhecida; n (%) 1(9) 1(5) 2 (6)
MSS; n (%) 10 (91) 17(81) 27(81)
MSI-H; n (%) 0 (0) 3 (14) 3(9)

Nota 1: Um caso com mutagcdo em MSH2, MSH6, e em MSH3.
Abreviagdes: NEC, carcinomas neuroenddcrinos; NEN G3, neoplasias neuroenddcrinas grau 3; MSI, instabilidade
de microssatélite; MSI-H, alta frequéncia de instabilidade de microssatélite; MSS, estabilidade de microssatélite.

CELL CYCLE CONTROL SIGNALLING
DNA damage response Chromatin Ras/MapK PIK3/AKT JAK/STAT | GPCR
remodeling
HEEN W zlalel e o - L < ns% <ol | ARRBEEERRER
o 222229223283 588 noulgyNysulZExsEdyEeeysgrazE B0E325022843 5
| | 1 Mss 25 [lframeshift
| | 4 Mss 30 missense
| | 3 Mss 30 [linframe deletion
| | 3 Mss 20 [Mhotspot
| | 5 Mss 40 nonsense
G3 NET 5 MSS 40 amplification
[ | | | 5 unk 40
o MSS 60
| | | | unk | Mss 60
| | | 8 Mss 60
LT [ | | [ [ 9 MsS 80
H Em ] =) | 1w
n [ ] 4 Mss 30
| | 1 Mss 35
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Abreviaces: NEC, carcinomas neuroenddcrinos; MSI, instabilidade de microssatélite; MSI-H, alta frequéncia de
instabilidade de microssatélite; MSS, estabilidade de microssatélite; TMB, carga mutacional tumoral; TNE G3,
tumor neuroenddcrino grau 3.

Figura 5 - Heat map descrevendo alteragdes gendmicas
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5.3 MANEJO CLINICO E DESFECHOS DE SOBREVIDA

De um total de 77, 23 (30%) pacientes eram ndo metastdticos ao diagndstico e 16
(70%) receberam um tratamento com intuito curativo com terapia adjuvante, metade dos
quais recebendo terapia a base de platina e etoposideo. Cinquenta e quatro (70%) eram
metastaticos ao diagndstico e um total de 70 (91%) se tornaram metastaticos durante o curso
de sua doenca. De todos os 70 pacientes que receberam tratamento sistémico, 19 (27%)
receberam apenas uma linha de tratamento. Quimioterapia com platina e etoposideo foi a
linha de quimioterapia mais utilizada (66%, 46 de 70), tanto para TNE G3 quanto para NEC
(Figuras 6a, 6b e 6c¢). Trés (4%) pacientes, todos com NEC, foram tratados diretamente com

cuidados clinicos exclusivos devido a pobre performance clinica.

BSC/unknown (II) BSC/unknown (IIT)
2 Fluo ?glmﬁ Irinotecan +/- Oxaliplatin (III)
FUGERp H Loco-regional treatment alone (II) /QP)' P H

Other platinum-based regimen (III)
Other platinum-based regimen (IT)
- PP — Taxane (III) n
- = )
\ 7 H Fluoropyrimidine +/- Irinotecan 4/~ Oﬂvwmlﬁ; Targeted therapy, (IT1) n
— 5 o Temozolomide-based regimen (IIT) n
Other platinum-based regimen )™ 7 e S u Platinuny/Etoposide (Ii) Loco-regional treatment alone (IIT) ﬂ
il Dacabarzine-based regimen (Iil)y ===
".' —— n Temozolomide-based regimen (II) p{{f\{: :H{; =
Fluoropyrimidine +/- lnnnr% ()\'thl'nm I — PlatinunyEtoposide + RT (I1T) ==
‘ - =, — n Targeted therapy (II)
Temozolo L T v
PRRT (D - c n Dacabarzine-based regimen (IT)
I.ocmeg;M:reaumnW [ Taxane (an)
Platinuny Etoposide + R’ [ Platinum/Etoposide +RT (I1)
Targeted therapy (I) ———— [0 PRRT (IT)
=== SAA (IT)

Esta figura demonstra a sequéncia de estratégias de tratamento aplicada para cada paciente na primeira,
segunda e terceira linha, se aplicavel. Casos submetidos a revisdo patoldgica. A largura das linhas é proporcional
ao numero de pacientes que receberam o tratamento especifico. BSC, tratamento clinico exclusivo; GEP,
gastroenteropancreaticos; NEC, carcinoma neuroenddcrino; PRRT, terapia com radionuclideo para receptor de
peptideo; RT, radioterapia; SAA, analogo de somatostatina; Unknown, paciente faleceu, perdeu seguimento, ou
informacdo sobre o tratamento esta faltando.

Figura 6a - Diagrama Sankey de tratamentos sequenciais de pacientes com NEN G3
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Figura 6b - Diagrama Sankey de tratamentos sequenciais de pacientes com NEC
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Figura 6c - Diagrama Sankey de tratamentos sequenciais de pacientes com TNE G3

Em uma mediana de seguimento de 44 meses, a mediana de sobrevida global foi de
22,2 (IC95% 8,2 —45,1) meses. A mediana de sobrevida global entre pacientes com TNE G3 e
NEC foram de 55,6 (IC95% 6,7 — NA) e 11,9 (IC95% 6,1 — 25) meses, respectivamente (HR 2,78
[IC95% 1,09 —7,11], p=0,042).

Considerando os NEN ndo-pancreaticos a diferenca em sobrevida global foi ainda
maior entre os TNE G3 e NEC, 57,2 (IC 95% 8,2 — NA) meses e 8 (IC 95% 4,7 — 22,2) meses,
respectivamente (HR 3,37 [IC 95% 1,09 — 10,39], p=0.026) (Figura 6). Na regressao
multivaridveis de Cox, apenas a diferenciacdo celular se manteve como um significante risco

de morte (HR-ajustado 2,90 NEC vs. TNE G3; p=0,03) (Tabela 4).
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AbreviagBes: HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianga; IMC, indice de massa corpdrea; NEC, carcinoma
neuroenddcrino; TNE G3, tumor neuroenddcrino grau 3.

Figura 7 - Ndo-pancredtico: TNE G3 vs. NEC — estimativas para sobrevida global

Tabela 5 - Resultados de anadlises univariadas e multivaridveis por regressdao de Cox para
sobrevida global

Covariaveis Univariavel Multivariaveis
p-value HR (IC 95%) p-valor
Sexo 0.28 - -
IMC; 230vs.<30 0.26 - -
Charlson; 26 vs. <6 0.41 - -
Ndo-pancreatico vs. pancreatico 0.60 1.46 (0.57-3.73) 0.43
Metastatico vs. Ndo-metastatico 0.93 0.84 (0.33-2.12) 0.71
NEC vs. TNE G3 0.03 2.90 (1.13-7.43) 0.03

AbreviagBes: HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianga; IMC, indice de massa corpdrea; NEC, carcinoma
neuroenddcrino; TNE G3, tumor neuroenddcrino grau 3.
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6 DISCUSSAO

Esta coorte retrospectiva, unicéntrica, demonstrou que ha uma evidente diferenca
entre os TNE G3 e NEC GEP com relagao as caracteristicas clinicopatolégicas e moleculares,
reforcando que esses sdo dois grupos distintos de neoplasias. A mediana de sobrevida foi
menos de um ano entre os pacientes com NEC e quase 5 anos entre os com TNE G3. Enquanto
mutac¢des em TP53 foram as alteracdes moleculares mais encontradas em ambos os grupos,
elas ocorreram em proporgdes distintas, encontradas em 71% dos NEC e em 27% dos TNE G3.
Mutacbes em RB1, PTEN, e instabilidade de microssatélites foram exclusivamente
encontradas em NEC. A mediana de carga mutacional foi baixa e semelhante entre NEC e TNE
G3, mas alta carga mutacional foi encontrada em trés casos devido a instabilidade de
microssatélites. Adicionalmente, a revisdo patoldgica levou a uma mudanca em 23% da
classificacdo inicial de NEN G3, com casos de NEC sendo reclassificados como TNE G3. Exceto
pela instabilidade de microssatélites em 14% dos casos de NEC, a avaliagdo de mutacdes
somaticas com um painel NGS ndo identificou alteragdes moleculares em NEN G3 que
pudessem ser utilizadas como alvo terapéutico.

A diferenga em sobrevida entre os grupos distintos de NEN G3 esta em concordancia
com o de estudos pivotais demonstrando a importancia clinica da avaliacdo da diferenciacado
morfoldgica®®>1. Em nosso estudo, a mediana de sobrevida global foram 55,6 meses para os
pacientes com TNE G3 e aproximadamente um ano para os com NEC, o que foi independente
do sitio primario (pancreatico vs. ndo pancreatico) na analise por regressao de Cox. De modo
semelhante, um estudo ndrdico com 196 pacientes encontrou uma mediana de sobrevida de
33 meses para os pacientes com TNE G3 e também de 11 meses para os pacientes com NEC>2.

Os dados clinicopatoldgicos desta série estdo em consonancia com outros estudos
ocidentais. Embora tenha sido encontrado uma diferenca significativa entre a mediana de Ki-
67 entre os TNE G3 (45%) e NEC (75%) (p=0.06), houve casos de TNE G3 com Ki-67 até de 80%
(Figura 1), o que também foi relatado em outros estudos®3. Da mesma forma, observamos que
os TNE G3 podem ser funcionalmente positivos tanto para PET-FDG quanto para receptores
de somatostatina®3. A auséncia de diferenca entre a positividade nas imagens com receptores
de somatostatina foram provavelmente resultantes do pequeno tamanho amostral. Nossos

achados de frequente histéria de tabagismo (quase 70%) também foi encontrada em uma
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coorte prospectiva em que 57% dos pacientes com NEC possuiam histdria tabdgica
contrastando com 37% entre a coorte com TNE G1-2%4,

A alta frequéncia de altera¢cdes encontradas em TP53 e em RB1 nos NEC sao
consistentes com uma revisdao sistematica sobre alteragdes moleculares em NEC GEP que
evidenciou que alteracGes no gene TP53 e na via Rb/pl6/ciclina D1 sdo frequentemente
encontradas, independente do sitio primario*®. Adicionalmente, a patogénese molecular dos
NEC se assemelha a dos carcinomas ndao neuroenddcrinos que surgem no mesmo sitio
anatémico.

Instabilidade de microssatélite foi encontrada em apenas pacientes com NEC. Outro
recente estudo encontrou 7% de instabilidade de microssatélites entre 109 casos com NEC?L.
A revisdo sistematica previamente citada encontrou 10% de instabilidade de microssatélite,
embora tenha avaliado essencialmente NEC gdstricos e colorretais sem distingui-los entre TNE
G3 e NEC!. Instabilidade de microssatélites tém sido reportada em casos aneddticos e,
frequentemente, se desconhecem se sdo casos de TNE G3 ou de NEC. Apesar de sua baixa
frequéncia, é importante investigar a presenca de instabilidade de microssatélites em casos
de NEC, por ser um marcador preditivo de resposta aos blogqueadores de correceptores
imunes. Instabilidade de microssatélites pode ser facilmente rastreado por
imunohistoquimica pela expressao de proteinas dos genes de reparo de DNA (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2) no tecido tumoral.

A eficacia do uso de bloqueadores de correceptores imunes esta associada a presencga
de biomarcadores preditivos, entre eles a expressdo de PD-L1. Comparativamente aos TNE
G1-2, os NEC apresentam um microambiente imune tumoral quente, com mais linfocitos
infiltrativo tumorais e maior expressdo de PD-L1°>°¢, Embora esses sejam fatores preditores
de beneficio a imunoterapia, evidéncias recentes com estudos de fase | e fase 2, evidenciam

gue este beneficio é discreto (Tabela 5).
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Tabela 6 — Terapia com bloqueadores dos correceptores imunes em NEN G3

Autor (Ref.)  Tipo de Histologia Regime Taxa de resposta SLP SG
estudo (n) (meses) (meses)
Mehnert>’ Fase 1 TNE (25); Pembrolizumabe 12% (TNE) 5,6 (TNE) 21 (TNE)
pTNE (16) 6% (pNET) 4,5 (pTNE) 21 (pTNE)

Vijayvergia®® Fase2  NENG3(29) Pembrolizumabe RP 3% 2 5

DE 21%
Patel*® Fase2  NEN G3(18) Nivolumabe/ 44% (NEN G3) 4 11
N3do-G3 (14) Ipilimumabe 0% (Ndo-G3)

Nota 1: Mehnert, et al: apenas tumores PD-L1 positivos, classificando-os em “carcinoides” sem diferenciagdao do
grau.

Nota 2: Vijayvergia et al: andlise conjunta de 2 estudos prospectivos ndo randomizados.

Nota 3: Patel et al: reportada a coorte ndo pancreatica.

Abreviagbes: DE, doenga estavel; n, nimero de pacientes; NA, ndo alcangada; NEN, neoplasias neuroenddcrinas;
pTNE, tumor neuroenddcrino pancredtico; Ref., referéncia; RP, resposta parcial; SG, sobrevida global; SLP,
sobrevida livre de progressao; TNE G3, tumor neuroenddcrino grau 3.

Apds a revisdo patoldgica, obtivemos uma alteracdo no diagndstico em quase um
quarto dos casos, em linha com um grande estudo do grupo nérdico que encontrou 12% de
NET G3 entre 196 NEN G3°2. A identificacdo de TNE G3 é importante por abrir uma janela de
oportunidades terapéuticas. TNE G3 usualmente compartilha de altera¢cdes genémicas (via
PIK3/mTOR e em DAXX/ATRX, PTEN, TSC2, entre outras) com os TNE G1-2 do mesmo local
anatdmico (Tabela 6)% 61,

Ao longo dos anos, dado a prévia classificacdo WHO 2010, os pacientes com TNE G3
foram tratados a semelhanca dos pacientes com NEC. Estudos retrospectivos mostraram que
os TNE G3 s3ao menos sensiveis a quimioterapia baseada em platina que os NEC, exemplificado
pela baixa taxa de resposta das NEN G3 com baixo Ki-67 a platina no estudo ndérdico?® 62,
Provavelmente isso deve-se ao fato que o progndstico dos TNE G3 é mais relacionado a
morfologia bem diferenciada do tumor do que ao valor do Ki-67, os aproximando mais dos
TNE G2 dos que dos NEC. Todavia, tém sido relatadas respostas de TNE G3 a combinacdo de
fluoropirimidinas com oxaliplatina®3-66,

Evidéncia crescente sugere que terapias para TNE G1-2 também podem ser utilizadas
para os TNE G3, principalmente para os com Ki-67 < 50%. Séries retrospectivas reportaram
sobrevida livre de progressdo de 6 meses com everolimus®’, 16 meses com terapia com
radionuclideo®, e 9 meses com capecitabina e temozolomida® (Tabela 6). Embora raros, os
pacientes com TNE G3 com Ki-67 maior que 55% devem ser avaliados considerando o
comportamento e volume tumoral, e nesses casos, um tratamento com platina e etoposideo

ou irinotecano pode ser considerado.



Tabela 7 — Tratamento do TNE G3

30

Tipo de Taxa de SLP SG
Autor (Ref.) Histologia (n) Regime

estudo resposta (meses) (meses)
Chan’® Retrospectivo TNE G3 (64) CAPTEM 36% 6 32
Sahu”! Retrospectivo TNE G3 (11) CAPTEM 47% 5 19
Thomas”? Retrospectivo NEN G3 (32) CAPTEM 12% 7 33
Spada® Retrospectivo TNE G3 (10) Baseada em OHP 26% 9 15
Pellat”® Retrospectivo TNE G3 (6) Sunitinibe 33% 2 5
Okuyama’ Fase 2 pNEN G3 (25) Everolimo 0% 1 8
Panzuto® Retrospectivo pNEC (15) Everolimo - 6 28

Nota 1: Spada, et al: quimioterapia baseada em oxaliplatina incluiu CAPOX (capecitabina e oxaliplatina), GEMOX
(gencitabina e oxaliplatina) e FOLFOX (fluorouracil e oxaliplatina).

AbreviacGes: CAPTEM, capecitabina e temozolomida; DE, doenga estdvel; n, nimero de pacientes; NA, ndo
alcangada; NEN, neoplasias neuroenddcrinas; OHP, oxaliplatina; pNEC, carcinoma neuroenddcrino pancreatico;
pTNE, tumor neuroenddcrino pancreatico; RP, resposta parcial; SG, sobrevida global; SLP, sobrevida livre de
progressao; TNE G3, tumor neuroenddcrino grau 3.

A utilidade de um painel NGS para investigar alteracdes moleculares acionaveis em
NEN G3 permanece para ser determinada. No estudo Master, onde 108 pacientes com NEN
(9 com TNE G3 e 49 com NEC) foram submetidos a uma avaliacdo molecular tumoral e
investigou-se a utilidade da terapia alvo guiada pelos resultados do NGS’>. Entre os pacientes
tratados com terapia direcionada e disponiveis para avaliacdo de resposta (12 de 91 com
recomendacbes para tais tratamentos), um paciente com TNE G3 e instabilidade de
microssatélites recebeu tratamento com bloqueador de correceptor imune e apresentou
doenca estavel por apenas alguns meses, um paciente com TNE G3 gastrointestinal e fusdo de
ALK recebeu crizotinib e apresentou progressao de doenga em sua primeira avaliagao, e dois
pacientes (1 com TNE G3 e outro com NEC) ambos com mutacdao em PALB2, receberam
olaparibe monoterapia e apresentaram progressao de doengca como melhor resposta. Em
nosso estudo, exceto pelos 14% de pacientes com NEC, nenhuma outra alteracdo molecular
com potencial de guiar a terapéutica foi encontrada. Em contrapartida, relatos de casos
sugeriram um beneficio clinico com o uso de inibidores de BRAF para NEC colorretais e
mutacdes em BRAF6%% 76 Dado a raridade das alteracdes moleculares encontradas em NEN
G3 e os resultados preliminares frustros, o uso de painéis de NGS para guiar o tratamento dos
TNE G3 deve ser reservado ao contexto de pesquisa clinica.

As limitacOes deste estudo incluem o seu desenho retrospectivo. Consequentemente,
auséncia de dados acurados em relacdo a taxa de resposta e sobrevidas livres de progressao.

O inerente viés de selecdo pode ter sido minimizado pela identificacdo consecutiva de
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pacientes do nosso banco de dados. Outra limitacdo foi o pequeno nimero de pacientes com
amostras tumorais consideradas apropriadas para a realizacdo de NGS (escassez de tumor
coletado por bidpsias no contexto de doenca avancada inoperavel). No entanto, a raridade
das NEN G3 torna desafiador a realizagdo de um estudo prospectivo. Aspectos positivos
incluem a realizacdo de revisdo patoldgica uma patologista especialista em NEN, dados
moleculares de NEN G3 da América Latina e informag¢do sobre a carga mutacional e perfil
molecular no raro subgrupo de TNE G3.

Esforcos colaborativos sdo a chave para avangar o campo de pesquisa em neoplasias
raras como as NEN G3. Parte dos dados deste estudo, por exemplo, foram associados aos de
trés centros europeus para investigar a importancia clinica da diferenciacdo histoldgica dos
NEC em pequenas e grandes células?3. Nesse contexto, colaboracdes entre instituicbes (e
paises) para coletar e armazenar amostras bioldgicas de pacientes com NEN G3, como tecidos
tumorais, amostras de sangue para biomarcadores imunes, DNA circulante tumoral e
amostras para estudo de microbioma fecal/tumoral, podem ser Uteis para investigar os

mecanismos envolvidos na carcinogénese e progressdo dessas neoplasias.
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7 CONCLUSAO

A revisdo patoldgica com foco na distingdo entre morfolégica é primordial para
reclassificar as NEN G3 em TNE G3 ou NEC, com distintos comportamentos clinicos e perfis
moleculares. Especialmente para os TNE G3 a correta classificacdo possui implicacdes
terapéuticas porque muitos destes pacientes podem ser tratados como pacientes com TNE
G2. O perfil molecular das NEN G3 mostra, no geral, uma baixa carga mutacional e poucas
alteragGes acionaveis. Atualmente, o uso de NGS para guiar a terapia dos NET G3 é limitado.
No entanto, consideramos que a instabilidade de microssatélites deve ser procurada em
pacientes com NEC por poderem serem beneficiados com a terapia com bloqueadores dos

correceptores imunes.
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