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Editoriale

nel corso degli ultimi venti anni é stata oggetto di interesse anche da

parte di altre discipline quali I’Anatomia Patologica per quanto ri-
guarda I’espressione dei neuropeptidi da parte dei tumori, la Cardiologia
per quel che riguarda la regolazione dei neuropeptidi della funzione cardia-
ca, la Psichiatria per gli effetti dei neuropeptidi nello stress o la Scienza della
nutrizione per quel che riguarda I’azione della leptina nell’obesita. Proprio
perché la neuroendocrinologia gioca un ruolo rilevante in tutti gli organi,
questo ha finito quindi per appannare la stessa immagine del neuroendocri-
nologo che invece dovrebbe essere I’elemento unificante di questa branca
che costituisce per I’endocrinologia il campo principale di ricerca.

I a neuroendocrinologia, nata come un campo dell’endocrinologia,

Questa monografia, scritta da un endocrinologo, prendondo spunto dal-
I’analisi dei tumori neuroendocrini, in realta costituisce un corpo unico in
cui vengono analizzati molti dei temi di questo campo dell’endocrinologia
dandone una visione unitaria. Vengono infatti analizzati gli aspetti generali,
anatomici e classificativi e successivamente vengono illustrati in maniera
sintetica ma completa gli aspetti clinici e diagnostici per concludere con un
capitolo dedicato allo studio delle neoplasie neuroendocrine, dandone, per i
motivi anzidetti, un quadro di insieme. L’Autore della monografia & ormai
collaudato da tantissimi anni ed & stato da sempre un perfetto interprete del-
lo spirito didattico della collana Caleidoscopio dando sempre dimostrazione
di poter coniugare la profondita dei contenuti alla chiarezza espositiva.

Il dottor Luca Giovanella & medico-chirurgo, specialista in Medicina
Nucleare e in endocrinologia sperimentale.

E’ attualmente Responsabile del Laboratorio di Endocrinologia presso il
Centro di Medicina Nucleare dell’Ospedale di Circolo e Fondazione Macchi
di Varese.

Sergio Rassu
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Il Sistema Neuroendocrino

L’apparato endocrino puo essere diviso in due componenti principali: il
“sistema neuroendocrino” (NeuroEndocrine System NES) ed il “sistema non
neuroendocrino”. Quest’ultimo é principalmente rappresentato dalle ghian-
dole a secrezione steroidea (corticale del surrene e gonadi) e dalla tiroide,
fatta eccezione per la componente a cellule C parafollicolari. Il NES é invece
costituito da una varieta di cellule, distribuite in numerosi organi a funzione
non endocrina, che sono caratterizzate dalla capacita di sintetizzare amine e
peptidi, spesso utilizzando e metabolizzando precursori della L-dopa (Pear-
se, 1986) (1).

Negli anni passati si & creata molta confusione riguardo I'istogenesi delle
cellule appartenenti al NES: sebbene Pearse abbia per primo ipotizzato che
esse derivino dalle creste neurali (Pearse e Takor-Takor, 1979) (2), altri autori
hanno elegantemente dimostrato che solo le cellule C della tiroide e le cellule
della midollare del surrene e dei paragangli sono di derivazione neuroecto-
dermica, mentre le altre cellule derivano dall’entoderma (Fontaine e Le
Dourin, 1977; Baylin, 1990) (3, 4).

Nonostante questa differente derivazione embriologica tutte le cellule
del NES esprimono uno o piu markers neuroendocrini quali la sinaptofisina,
I’enolasi neurone specifica e le cromogranine, la cui ricerca risulta partico-
larmente utile per la loro identificazione. Le funzioni delle cellule del NES
sono legate alla sintesi ed alla secrezione di numerosi peptidi, amine e fattori
di crescita, che regolano con meccanismi endocrini, paracrini ed autocrini,
molteplici e diverse funzioni biologiche.

Le evidenze connesse all’anatomia del NES hanno portato alla formula-
zione di una nuovo concetto di sistema neuroendocrino suddivisibile in:

=  Sistema Neuroendocrino Diffuso (DNES)

comprensivo di cellule nervose ed endocrine “disperse”, rilevabili in

vari organi e tessuti.

Nel contesto generale del DNES riveste particolare importanza il cosid-
detto sistema neuroendocrino diffuso gastro-entero-pancreatico (DNES-GEP) che
puo essere considerato il piu esteso sistema endocrino dell’organismo e costi-
tuisce la componente quantitativamente prevalente del DNES. Tale sistema é
composto da popolazioni e subpopolazioni cellulari “disseminate” a livello
della mucosa del tratto gastro-enterico, del pancreas e dell’albero biliare.

Oltre che a livello del sistema GEP, cellule neuroendocrine “diffuse” o
“disperse” sono rilevabili anche a livello dell’area retro-peritoneale, delle fi-
bre e dei plessi nervosi del tratto digerente, del tratto uro-genitale e del siste-
ma respiratorio.

Caleidoscopio 3
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= Sistema Neuroendocrino Confinato (Confined NeuroEndocrine System
CNES)
comprensivo dei tessuti ghiandolari neuroendocrini collocati in struttu-
re anatomicamente definibili.

Nel complesso, le conoscenze relative al NES hanno determinato I’esi-
genza di ridiscutere il significato stesso dei termini “ormone” e *“sistema en-
docrino” e di sostituire i classici paradigmi anatomici e fisiologici alla base
dei fenomeni endocrini, con I'ipotesi di un piu vasto complesso di cellule ca-
ratterizzate dalla capacita di produrre messaggeri biologici che possono re-
golare la funzione di piu sistemi (cardiovascolare, respiratorio, genito-urina-
rio) ed anche di interagire con il sistema nervoso e immunitario (5).

In Tabella 1 viene riassunta la distribuzione e la topografia del CNES e
del DNES: circa 50 sottotipi cellulari sono stati identificati come appartenenti
a questi due sistemi e da tali cellule possono derivare altrettante neoplasie.
Indicativamente, la meta di tali tipi cellulari sono rilevabili nel compartimen-
to GEP ove I'incidenza di neoplasie neuroendocrine &€ nettamente maggiore
rispetto agli altri distretti corporei (6).

= Sistema NeuroEndocrino Confinato (CNES)

Ipofisi

Tiroide

Paratiroidi
Ipotalamo

Surrenali (midollare)
Gangli

Paragangli

Glomo Carotideo
Epifisi

= Sistema NeuroEndocrino Diffuso (DNES)

Sistema neuroendocrino gastro-entero-pancreatico (GEP)
= Tratto gastroenterico

= Pancreas endocrino

Apparato respiratorio

Rene ed apparato urogenitale

Cute

Miocardio

Tessuto linfatico

Tabella 1. Distribuzione e topografia del Sistema Neuroendocrino Con -
finato (CNES) e Diffuso (DNES).
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La cellula neuroendocrina

Il termine “cellula neuroendocrina” identifica una struttura cellulare che,
indipendentemente dalla localizzazione tissutale e dalla derivazione embrio-
logica, possiede caratteristiche peculiari in termini di pattern morfologico,
produzione di sostanze biologiche, ed espressione di biomarcatori (7).

Le cellule neuroendocrine possiedono generalmente un pattern istologi-
co, citologico ed ultrastrutturale tipico. All’esame istologico standard con
ematossilina ed eosina i nuclei risultano uniformi ed il citoplasma appare
chiaro e granulare ed ulteriori colorazioni, come la tecnica di Grimelius o di
Masson, possono definirne meglio la natura neuroendocrina.

Ultrastruttura della cellula neuroendocrina

Lo studio ultrastrutturale in microscopia elettronica dimostra la presen-
za di granuli secretori con un voluminoso “core” denso (diametro >80 nm):
tali organelli rappresentano strutture di stoccaggio e secrezione dei peptidi e
degli ormoni prodotti dalle cellule stesse: in Figura 1 € rappresentata una
scansione in microscopia elettronica di tessuto neuroendocrino con evidente
rappresentazione dei granuli secretori.

Figura 1. Microscopia elettronica. Dimostrazione dei granuli secretori a
“core” elettrondenso.

Caleidoscopio [
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Inoltre possono essere presenti vescicole secretorie di dimensioni minori
(40-80 nm) con caratteristiche analoghe alle vescicole sinaptiche neuronali: la
funzione di tali strutture rimane ancora non definita ma recenti evidenze
sperimentali indicherebbero il loro coinvolgimento nell’accumulo di neuro-
trasmettitori aminoacidici come I’'acido gamma-aminobutirrico (GABA).

Nella Tabella 2 sono analizzate le caratteristiche ultrastrutturali in micro-
scopia elettronica dei granuli secretori delle cellule del sistema neuroendo-
crino diffuso GEP (8).

Tipo cellulare  Caratteristiche Prodotto di secrezione Dimensioni
(nm)

Cellule G, IG Larghi e vescicolari

o piccoli e densi Gastrina 150-400
Cellule CCK Piccoli, scuri, irrego-

lari con alone chiaro CCK 150-250
Cellule S Polimorfi con alone Secretina 200-350
Cellule A; Alone chiaro, core Glucagone

elettrondenso Enteroglucagone 200-350
Cellule GIP Piccoli, rotondeggianti,

elettrondensi GIP 200-300
Cellule F, D; Larghi e vescicolari o

piccoli e rotondeggianti Polipeptide Pancreatico 40-400
Cellule EC Polimorfi, densi con core

osmiofilo Serotonina 150-200
Cellule EC; Allungati Serotonina, Sostanza P 150-300
Cellule EC; Rotondeggianti, larghi ed

irregolari Serotonina, Motilina 150-220
Cellule P, D Piccoli, rotondeggianti con

alone chiaro Bombesina 200-400
Cellule B Elettrondensi, con inclusi Insulina 200-400
Cellule D, A; Omogenei, circolari, non

elettrondensi Somatostatina 200-400
Cellule ECL Vescicolari, con alone

granulare Istamina 150-300
Cellule N Larghi, elettrondensi Neurotensina 250-350

Tabella 2. Caratteristiche elettron-microscopiche dei granuli secretori delle cel -
lule del sistema neuroendocrino gastro-entero-pancreatico.

Il Caleidoscopio
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Marcatori neuroendocrini cellulari

Recentemente sono stati impiegati nell’identificazione di specifici com-
ponenti e prodotti cellulari neuroendocrini, anticorpi di tipo poli- o mono-
clonale. | marcatori cellulari cosi identificati possono essere localizzati a li-
vello citoplasmatico oppure sono associati ai granuli ed alle vescicole secre-
torie. In Tabella 3 sono illustrati i pit comuni marcatori neuroendocrini sud-
divisi in marcatori citoplasmatici (0 metabolici) e marcatori associati ai gra-
nuli secretori (o strutturali) (9)

Marcatori citoplasmatici

Tra i marcatori neuroendocrini a localizzazione citoplasmatica maggior-
mente utilizzati nella identificazione dei tumori neuroendocrini figurano
I’Enolasi Neurone Specifica (NSE), la Protein Genic Product 9.5 (PGP 9.5) e
la Proteina 7B2 e la Sinaptofisina.

Enolasi Neurone Specifica (NSE)
Dimero gamma-gamma dell’enzima glicolitico enolasi, inizialmente iso-
lato nel cervello bovino, € ampiamente utilizzato come marcatore di diffe-

Marcatori citoplasmatici

Enolasi Neurone-Specifica (NSE dimero gamma-gamma)
Sinaptofisina (P38)

Sinaptobrevina (VAMP-1)

Sinapsina (1A, 1B, 2A, 2B)

SV2

Proteina P65

Proteina S-100

Protein Gene Product (PGP 9.5)

Filamenti Intermedi (citocheratine, vimentina, neurofilamenti)
Proteina 7B2

Marcatori granulari

Famiglia delle Cromogranine
Cromogranina-A (protein secretory I)
Cromogranina-B (secretogranina I)
Cromogranina C (secretogranina Il)
Pancreastatina

Vasostatina

Citocromo b561
Leu-7 (HNK-1)

Tabella 3. Marcatori neuroendocrini.
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renziazione neuroendocrina. Dopo la dimostrazione della sua espressione da
parte delle cellule neuroendocrine e dei tumori da esse derivati (Tapia et al.,
1981) (10).

L’NSE e una proteina citosolica e la sua presenza non e correlata con la
densita granulare: per questo motivo essa é particolarmente utile per la dia-
gnosi delle neoplasie scarsamente granulate, come per esempio i carcinomi
neuroendocrini scarsamente differenziati. La sua espressione, tuttavia, non ¢
ristretta ai soli tessuti neuroendocrini e I’'NSE risulta identificabile anche in
neoplasie non neuroendocrine come i tumori solidi e cistici del pancreas, il
carcinoma renale ed i linfomi maligni.

PGP 9.5 (Protein Gene Product 9.5)

E’ una proteina citosolica originariamente estratta da tessuto cerebrale,
di cui & nota I’associazione con il tessuto neuroendocrino, ma non é cono-
sciuta la funzione fisiologica (11) (Doran et al., 1983). Essa e particolarmente
utile per dimostrare la natura neuroendocrina di neoplasie scarsamente dif-
ferenziate come i carcinomi indifferenziati a piccole cellule.

Sinaptofisina

La sinaptofisina (o proteina P38) & una glicoproteina inizialmente isolata
nelle vescicole presinaptiche dei neuroni bovini (Jahn et al. 1985) (12). Suc-
cessivamente é stata dimostrata in numerose cellule del DNES tra cui le cel-
lule delle isole pancreatiche e della midollare del surrene (Gould et al. 1986)
(13). L’espressione di sinaptofisina & presente anche nelle cellule delle neo-
plasie neuroendocrine povere di granuli secretori, per cui & di particolare
aiuto, insieme all’espressione di NSE e proteina PGP 9.5, nella diagnosi delle
neoplasie scarsamente differenziate (Gould et al. 1987). Altri marcatori con
simile indicazione sono la sinapsina e la sinaptobrevina (VAMP-1) (14).

Proteina 7B2

Proteina di 179 aminoacidi, estratta da ipofisi umana. Appare correlata
alla differenziazione neuroendocrina ed indipendente dalla espressione di
NSE e PGP 9.5 (15).

Marcatori associati ai granuli secretori

Sono rappresentati da molecole appartenenti al sistema delle granine,
una famiglia di glicoproteine acide idrosolubili localizzate nella matrice dei
granuli secretori, studiate in maniere estensiva e denominate cromogranine.

Le cromogranine sono proteine anioniche inizialmente isolate nei granuli
secretori, contenenti catecolamine, delle cellule della midollare del surrene
(O’Connor e Frigen 1984; Schmieder et al. 1967) (16, 17). Esistono almeno tre
forme molecolari tra loro correlate e denominate cromogranina A (CgA),

il Caleidoscopio
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cromogranina B (CgB) o secretogranina | e cromogranina C (CgC) o secre-
togranina Il (Winkler e Fischer-Colbrie 1992) (18).

Sono presenti in quasi tutte le cellule del DNES e nei relativi tumori
(Wiedenmann et al. 1989; Rindi et al., 1986) (19, 20), per cui divengono mar-
catori particolarmente utili per la diagnosi, soprattutto dei tumori con si-
gnificativa rappresentazione della componente granulare.

Sebbene le funzioni biologiche delle varie cromogranine non siano anco-
ra del tutto note, esse sembrano svolgere numerose attivita intra ed extra-
cellulari. La CgA é la molecola piu studiata e pare coinvolta nei meccanismi
di accumulo delle catecolamine nei granuli secretori, di inibizione del clivag-
gio proteolitico di pro-ormoni da parte della tripsina e nei meccanismi di
regolazione che portano alla formazione dei granuli secretori (21).

La CgA é anche il precursore della pancreastatina, inibitore della secre-
zione di insulina, della b-granina e della cromostatina (lacangelo et al. 1988;
Hutton et al.; 1987; Galindo et al. 1991) (22, 23, 24).

Cromogranina A: genetica, biochimica e fisiopatologia

I geni codificanti per le cromogranine determinano la struttura delle
singole catene aminoacidiche con un peptide segnale N-terminale che dirige
la proteina verso I'apparato di Golgi per il successivo “processing” post-
traduzionale. Nel genoma umano la cromogranina A viene codificata da 8
esoni separati, appartenenti al cromosoma 14.

L’espressione della cromogranina A, ubiquitaria nei tessuti neuroendo-
crini, & peraltro caratterizzata dalla co-espressione di ormoni polipeptidici o
neurotrasmettitori di tipo cellulo-specifico: pertanto il gene della cromogra-
nina A dev’essere in grado di rispondere ad una ampia varieta di segnali
modulatori che portano all’espressione della molecola in molteplici famiglie
cellulari. E’ stata dimostrata, ad esempio, la regolazione negativa esercitata
dagli estrogeni su mMRNA e proteina matura nell’ipofisi e la up-regolazione
da parte dei glucocorticoidi nell’ipofisi e nel surrene. La biosintesi di cromo-
granina A appare incrementata da parte della 1, 25 OH vit.D3 (che, invece,
inibisce il PTH) nella paratiroidi (25).

Inoltre & conosciuta la presenza di un sito di risposta all’AMP ciclico
(CRE) sul gene della cromogranina, anche se la risposta secretoria alla stimo-
lazione della via della protein-chinasi A appare, su linee cellulari neuroen-
docrine normali e patologiche, estremamente modesta (26).

Nel complesso I'analisi dei meccanismi di regolazione della biosintesi
della cromogranina A nei tessuti del sistema neuroendocrino diffuso suggeri-
sce che la molecola sia normalmente prodotta “in eccesso” e che eventuali
picchi secretivi siano caratterizzati da una diminuita attivita dei meccanismi
di degradazione piu che da un reale incremento della trascrizione genica (27).

Caleidoscopio k!
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La molecola matura della cromogranina A (439 aa. PM 48 KDa) é
caratterizzata da una elevata omologia interspecie, specialmente a livello
delle estremita N- e C- terminali.

Il ruolo fisiologico delle granine non é ancora completamente definito: in
relazione alla loro abbondanza ed alla loro ubiquitaria distribuzione nei
tessuti neuroendocrini sono verosimilmente coinvolte in molteplici attivita
biologiche intra ed extracellulari.

Funzioni intra-cellulari della Cg-A

E’ stata dimostrata la proprieta di aggregazione della Cg-A (ed anche
delle altre cromogranine) in presenza di elevate concentrazioni di calcio ed,
inoltre, sono state studiate le interazioni tra la Cg-A ed altre componenti gra-
nulari. Tali evidenze paiono supportare una serie di funzioni intra-cellulari
della Cg-A ovvero:

a) formazione delle stesse vescicole di secrezione, a partire da strutture ve-
scicolari immature, attraverso il “trans-Golgi network” (granulogenesi)

b) trasporto e stoccaggio di altre proteine nei granuli secretori

¢) formazione di complessi di “stoccaggio” con nucleotidi, cationi e neuro-
trasmettitori all’interno dei granuli, con la funzione di rendere la ma-
trice di secrezione granulare inerte dal punto di vista osmotico

Pertanto, le funzioni intracellulari della Cg-A possono essere riassunte e
schematizzate nelle seguenti due articolazioni:

1) aggregazione delle strutture secretorie, basata sulle proprieta calcio-le -
ganti (28)

2) secrezione ormonale e peptidica, basata sulla segregazione in ambito
granulare e sulla capacita di legare altri ormoni (29)

Funzioni extra-cellulari della Cg-A

La Cg-A possiede una importante funzione di tipo pro-ormonale dimo-
strata e basata sulla identificazione di potenziali siti di clivaggio sulla strut-
tura molecolare della Cg-A(come delle altre granine): cid evidenzia il loro
ruolo come precursore inattivo di peptidi biologicamente differenziati e fun-
zionanti.

E’ stato dimostrato che la Cg-A riveste un ruolo cruciale come pro-ormo-
ne, attraverso il release di peptidi bio-attivi derivati da processi proteolitici
che possono avvenire sia in sede intragranulare che in sede extra-cellulare: i
fenomeni proteolitici avvengono principalmente a livello di 10 siti dibasici,
distribuiti lungo la sequenza aminoacidica. Sono possibili azioni di clivaggio
anche a carico di altre regioni della molecola ed é stato dimostrato che il pro-
cesso proteolitico € ricorrente, soprattutto a livello delle estremita N- e C-
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terminali della molecola. La degradazione della Cg-A avviene in maniera
tessuto-specifica con possibili, importanti, differenze fra i frammenti mole-
colari prodotti e rilevabili a livello dei vari tessuti, del circolo ematico e delle
urine (30).

Inoltre e stata dimostrata una produzione quantitativamente, ma anche
qualitativamente, differente fra tessuti normali e patologici: ad esempio, il
profilo antigenico dei frammenti molecolari rilevabili in una popolazione af-
fetta da feocromocitoma ed in una popolazione di controllo, differisce signi-
ficativamente (31).

Nella Tabella 4 sono elencati alcuni prodotti del clivaggio della cromo-
granina-A e delle altre molecole della famiglia delle cromogranine e nella Fi-
gura 2 viene schematizzata la struttura molecolare della Cg-A e di alcuni
peptidi Cg-A-derivati.

Del tutto recentemente ¢ stata dimostrata (Strub et al., 1996) una attivita
di tipo antibatterico da parte della pro-cromacina, un paptide derivato dal
clivaggio della Cg-A (32).

Prodotti di clivaggio Sequenza molecolare

Cromogranina-A

°  Pancreastatina Cg-A 249-301
°  b-granina Cg-A 001-114
°  Cromostatina Cg-A 124-143
°  Vasostatina Cg-A 001-076

Tabella 4. Prodotti di clivaggio della Cromogranina-A.

Sequenza della Cromogranina-A umana

Procromacina

| |
7 114 208 248 302 338 373 400 208 437

Vasostatina -

b-granina Cromostatina  Pancreastatina " arastatina

Sequenza molecolare, siti e prodotti di clivaggio

Figura 2. Schema strutturale della Cg-A e dei peptidi derivati.
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Cellule del sistema neuroendocrino diffuso; biolo-
gia e distribuzione anatomo-topografica

Cellule ipofisarie

L’ipofisi & formata da cordoni cellulari in relazione variabile con i vasi
del sistema portale ipotalamo-ipofisario: il numero e la varieta delle sottopo-
polazioni cellulari ipofisarie é riflessa dalle molteplici classificazioni e deno-
minazioni, in accordo con i dati istologici, citochimici e gli ormoni prodotti.

Attualmente vengono impiegati quasi esclusivamente criteri ultrastrut-
turali (microscopia elettronica) ed immunoistochimici. Le popolazioni cellu-
lari possono essere suddivise in: cellule cromofobe, cellule secernenti peptidi
e cellule secernenti molecole glicoproteiche.

Cellule cromofobe

Rappresentano il gruppo pitu numeroso, costituito da oltre il 40% delle
cellule ipofisarie. Il termine “cromofobo” indica semplicemente I'incapacita
di assumere colorante all’esame citochimico. Il loro significato biologico non
& ancora completamente noto e sono varie le ipotesi formulate circa il loro
ruolo:

- cellule con attivita funzionale non evidenziabile dagli attuali metodi di
indagine

- cellule ancora indifferenziate (riserva cellulare e funzionale latente)

- cellule prive di granuli secretori dopo una fase di intensa attivita
secretiva ovvero cellule funzionalmente “esaurite”

Le attuali ipotesi biologiche vedono le cellule cromofobe come una
potenziale riserva funzionale dell’ipofisi: oltre a cid esistono evidenze sul
possibile ruolo chiave delle cellule cromofobe, insieme alle cellule follicolo-
stellate (di cui si parlera piu avanti) nella regolazione autocrina e paracrina
del funzionamento ipofisario.

Cellule Follicolo-Stellate

Considerate come appartenenti al gruppo delle cellule cromofobe, le
cellule follicolo-stellate sono state successivamente identificate come le prin-
cipali responsabili della maggior parte delle interazioni paracrine intra-ipo-
fisarie. In particolare le cellule follicolo-stellate contengono granuli immuno-
positivi per la proteina S-100 (marcatore neuroendocrino) ma anche per il
fattore basico di crescita dei fibroblasti (basic-FGF) e per I'interleukina-6 (IL-
6).
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Cellule secernenti ormoni
Possono essere suddivise, su base citochimica, in:

cellule cromofile acidofile: rappresentano circa il 35% della popolazione
cellulare ipofisaria e producono ormoni peptidici (GH, PRL).

= Le cellule secernenti ACTH e sostanze POMC-correlate rappresentano
un altro 10% e possono essere identificate solo in microscopia elettronica,
grazie alla presenza di piccoli granuli secretori (Tabella 5).

Cellula Ormone Sostanze associate

Cellule PRL Prolattina Kallikreine, VIP, Galanina
Neuromedina U, Peptide- correlato
alla Calcitonina

Cellule GH Somatotropina  beta-endorfina, Meta e Leu-Enkefalina
Dinorfina, Galanina, VIP, Sostanza P,
Neuromedina U, Neurotensina, Motilina,
Neuropeptide Y

Cellule ACTH Corticotropina  Ach, Galanina, VIP, Sostanza P, beta-
Lipotropina, beta-Endorfina, MSH

Tabella 5. Prodotti delle cellule ipofisarie secernenti ormoni peptidici.

Cellule cromofile basofile: rappresentano il 15% della popolazione cellu-
lare ipofisaria e producono ormoni a struttura glico-proteica (TSH, FSH ed
LH).

Cellule paratiroidee

Le ghiandole paratiroidi producono il paratormone (PTH): le cellule
principali delle paratiroidi rappresentano I’'unico elemento cellulare a capa-
cita biosintetica e secretoria mentre le cellule ossifile sono coinvolte nella
trasmissione di messaggi chimici e/o ormonali ma non nella attivita secreti-
va ghiandolare (33).

Da un punto di vista morfo-funzionale ed ultrastrutturale, le cellule
principali paratiroidee possono essere distinte in:

1) cellule “chiare”, con abbondante citoplasma e piccoli nuclei densi

2) cellule “scure”, con sviluppo del reticolo endoplasmatico rugoso e del-
I’'apparato del Golgi ed un elevato contenuto di piccoli granuli (50-60
nm) con core elettrondenso, immunoreattivi per PTH e precursori.
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Tali sotto-tipi cellulari rappresentano, in realta, due fasi funzionali diver-
se e, in particolare, le cellule “chiare” sono in fase di momentanea inattivita,
mentre le cellule “scure” sono in fase di attiva sintesi e secrezione del PTH.

Cellule C-parafollicolari della tiroide

Le cellule C derivano dalla cresta neurale e si localizzano nella tiroide,
tra le cellule epiteliali follicolari tiroidee.

Da un punto di vista morfologico sono grandi cellule rotondeggianti, ca-
ratteristicamente localizzate in corrispondenza del versante baso-laterale dei
tireociti o raggruppate in piccoli “clusters” attorno ai capillari stromali.

Il nucleo, centrale, presenta grandi dimensioni e, caratteristicamente,
I'apparato del Golgi & prominente e localizzato in posizione paranucleare. |
granuli secretori hanno dimensioni comprese tra 100 e 200 nm e sono immu-
no-positivi per la Calcitonina, prodotto di secrezione tipico, i suoi precursori
e, talvolta, anche per la Serotonina (34).

Cellule della midollare surrenale

La midollare surrenale é completamente circondata dalla regione corti-
cosurrenale, embriologicamente e funzionalmente distinta. Le cellule midol-
lari sono di grandi dimensioni e polimorfe, poiche la loro geometria é deter-
minata dalla stretta connessione con il ricco micro-circolo midollare. Il nu-
cleo é sferico e centrale ed il citoplasma é stipato di granuli che esibiscono la
tipica cromaffinita.

Le cellule midollari producono tipicamente Norepinefrina (NE) [Nora-
drenalina (NA)] e, per attivazione cortisolo-mediata di un’enzima metilante
la NE (feniletanolamina-N-metil-transferasi PNMT), Epinefrina (E) [Adrenalina

(A)] (35).

Cellule del Glomo Carotideo e dei Paragangli

Sono piccole cellule cromaffini strettamente correlate ai gangli ed alle fi-
bre nervose del Sistema Nervoso Simpatico e formano, con le cellule midol-
lari surrenali, il Sistema Simpatico Cromaffine.

E’ importante sottolineare che la differenziazione neuroendocrina di tali
elementi cellulari si enfatizza particolarmente in caso di neoplasia (es. para-
ganglioma) (36).

Cellule del DNES Gastro-Entero-Pancreatico

Le cellule neuroendocrine associate al sistema GEP sono strettamente
correlate alle cellule epiteliali e, spesso, sono in contato diretto con il lume
degli organi gastro-enterici: in questo caso presentano caratteristiche ultra-
strutturali legate a funzioni “recettoriali”. Tali cellule sono definite “open
pole type” ad indicare la loro capacita di ottenere importanti informazioni
biologiche dall’ambiente luminale.

i@ Caleidoscopio



Tumori Neuroendocrini:
Giovanella L. diagnosi e fisiopatologia clinica

Le cellule che non sono in contatto con il lume vengono invece denomi-
nate “closed pole type” di cui é stata ben identificata la polarita funzionale.
Le cellule presentano un apparato del Golgi in posizione sopranucleare, vari
tipi di granuli secretori (in relazione al tipo di secrezione) e vescicole allun-
gate rilevabili, insieme alle cisterne del reticolo endoplasmatico liscio, tra
I'apparato del Golgi e la superficie cellulare.

Nel compartimento baso-laterale sono invece identificabili granuli secre-
tori il cui contenuto puo essere riversato negli spazi e nelle giunzioni inter-
cellulari ovvero a livello dei capillari.

Questa articolazione organizzativa consente ai prodotti ormonali delle
cellule GEP di entrare in contatto con altre cellule prima di raggiungere il
circolo sistemico: pertanto oltre al classico effetto “a distanza” (endocrino) é
possibile la modulazione di fenomeni biologici mediante meccanismi para-
crini (37).

Messaggeri e mediatori biologici del sistema neuroendocrino gastro-
enteropancreatico

Nel 1902 Starling e Bayliss postularono I’esistenza di una sostanza, la
“secretina”, rilasciata dalla mucosa del piccolo intestino ed attiva, attraverso
la circolazione, sul pancreas esocrino: in tale occasione venne impiegato per
la prima volta il termine “ormone” (38). Furono tuttavia necessari oltre 60
anni per giungere alla definizione della struttura chimica della secretina: le
ragioni risiedono nell’estrema complessita del sistema e nell’esistenza di fa-
miglie di ormoni GEP, strettamente correlati, che presentano un’ampia so-
vrapposizione strutturale e funzionale. Inoltre, molti peptidi sono presenti in
diverse isoforme: tra i maggiori ormoni GEP solo la secretina, infatti, esiste
in forma unica e la presenza di multiple isoforme, sia nei tessuti che nel cir-
colo ematico, complica ed ostacola la definizione dell’esatto numero, della
natura chimica e della funzione biologica di queste molecole. Il concetto di
precursore ormonale e di prodotti di clivaggio (pre-ormone) ha consentito
una successiva chiarificazione della fisiopatologia degli ormoni GEP ed il
“raggruppamento” in famiglie di molecole con struttura parzialmente
comune e derivazione omogenea.

Esistono tuttavia molte varianti relative alla loro sintesi, secrezione ed
alla loro funzione biologica ed & possibile rilevare in circolo la presenza di
ormoni GEP in forme eterogenee e, spesso, associata alla espressione di pre-
cursori o altri frammenti molecolari la cui funzione biologica é incerta. La
regolazione di questi peptidi &€ soggetta infine a molti, differenti, meccanismi
fisiologici ed a molteplici influenze da parte di varie alterazioni fisiopatolo-
giche. La regolazione dei geni sottesi all’espressione di tali molecole puo
essere piu 0 meno repressa in accordo con il grado di differenziazione ed
attivazione cellulare.
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Successivamente alla loro sintesi e secrezione (esocitosi) gli ormoni GEP
raggiungono i recettori situati sulle cellule-target e possono elicitare una ri-
sposta biologica secondo diversi meccanismi. Le modaslita di azione degli
ormoni GEP sono riconducibili a quattro fondamentali modelli:

« ENDOCRINO: diffusione attraverso il circolo ematico

< PARACRINO: diffusione locale alle cellule circostanti

« ESOCRINO: escrezione dal polo apicale nel lume gastroenterico dove si col-
locano le cellule target

« AUTOCRINO: trasmissione dell’informazione alla stessa cellula che
sintetizza il messaggero

I mediatori biologici localizzati a livello del sistema neuroendocrino GEP
sono rilevabili anche nel Sistema Nervoso Centrale (SNC) ed a livello dei
gangli e della terminazioni del Sistema Nervoso Periferico (SNP).

I peptidi del sistema GEP possono essere caratterizzati sulla base della
loro attivita biologica (Tabella 6) in relazione alla appartenenza a raggruppa-
menti di molecole, con analoga struttura (Tabella 7) oppure in relazione alla
loro localizzazione topografica (Tabella 8) (39, 40, 41).

Peptidi ad attivita ormonale Neuropeptidi Fattori di crescita
Gastrina Bombesina Ormoni:
Somatostatina CCK Gastrina
Insulina CGCP CCK
Glucagone Dinorfina Neuropeptidi:
PP Enkefalina GRP
Secretina Galanina Peptidi locali:
CCK Neuromedina B IGF-I
Motilina Neuromedina N IGF-II
Peptide YY Neurotensina EGF/urogastrone
Oxintomodulina NPY PDGF
Neurotensina Somatostatina FDGF
GIP Sostanza K

Sostanza P

VIP

Gastrina

Tabella 6. Classificazione funzionale dei peptidi GEP.
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Famiglie

Prodotti

Gastrina/CCK
Secretina/glucagone/VIP

Polipeptide pancreatico

Tachichinine/bombesina
Peptidi oppiodi

Insulina

EGF (urogastrone)
Somatostatina
Calcitonina

Peptidi non raggruppabili

Gastrina, CCK

Secretina, Glucagone, Oxintomodulina,
Glicentina, PHI, GHRF, GIP, VIP

PP, peptide YY, NPY

Sostanza P, Sostanza K, GRP27, GRP10,
Neuromedina K, Neuromedina B

Proenkefalina, pro-opio-melano-cortina
(POMC), predinorfina

Insulina, IGF-1/11, Amilina
EGF, TGFa

Somatostatina

Calcitonina, CGRP

Galanina, Neurotensina, TSH

Tabella 7. Classificazione e raggruppamento strutturale dei peptidi GEP.

Somatostatina
PP

Enkefaline
Sostanza P

Bombesin-like
immuno-reactivity

Neurotensina

Enteroglucagone

Ormoni Localizzazione anatomica Attivita biologica prevalente
Gastrina Antro gastrico Secrezione gastrica acida
duodeno Secrezione di pepsina

CCK Duodeno/digiuno Secrezione amilasi pancreatica

Secretina Duodeno/digiuno Secrezione bicarbonati pancreatici

GIP Piccolo intestino Incremento release insulina
(glucosio-indotto). Inibizione
secrezione gastrica

VIP Pancreas Rilassamento muscolo liscio
Secrezione bicarbonati pancreatici

Motilina Piccolo intestino Promozione motilita intestinale

Stomaco, duodeno, pancreas
Pancreas
Stomaco, duodeno, colecisti

Tratto gastro-enterico

Stomaco, duodeno
lleo

Pancreas, piccolo intestino

Effetto inibitorio multiplo
Inibizione secrezione pancreatica

Attivita simil-oppioide

Release gastrina / CCK

Tabella 8. Topografia e funzione biologica prevalente degli ormoni GEP.
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In Tabella 9 vengono riportate, in forma di quadro sinottico, le cellule del
DNES, la loro relazione con gli organi e gli apparati in cui sono rilevabili (loca-
lizzazione topografica) ed gli specifici prodotti ormonali di secrezione (42).

Midollare surrenale

Polmone

Apparato Digerente

Organo/Apparato Tipo cellulare Prodotti di secrezione
Ipofisi cell. corticotrope ACTH, beta-LPH, MSH,
Endorfine (POMC-gene)
cell. somatotrope hGH
cell. lattotrope PRL
cell. follicolo-stellate fattore di crescita basico
dei fibroblasti
cell. tireotrope TSH
cell.ad FSHo LH FSH/LH
Tiroide cellule C para-follicolari ~ Calcitonina (CT)
Paratiroidi cellule principali Paratormone (PTH)
Paragangli cellule cromaffini Norepinefrina

cellule noradrenergiche
cellule adrenergiche

cellule P

cellule G, IG
cellule CCK
cellule S
EC cells

cellule A,
cellule B
EC, cells
cellule D, A;
cellule Dy, P
cellule N
cellule GIP
cellule Dy, F
cellule L

Norepinefrina
Epinefrina

Bombesina

Gastrina

Colecistochinina
Secretina

Serotonina

Motilina

SP

Enkefaline

Glucagone, Enteroglucagone
Insulina

Istamina

Somatostatina

Bombesina

Neurotensina

Gastric Inhibiting Peptide
Polipeptide Pancreatico
Glicentina
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Sistema Nervoso Centrale Fibre e Neuroni Endorfine-Enkefaline
VIP, Bombesina, SP, CCK,
Neurotensina, Gastrina,
Serotonina, Norepinefrina

Sistema Nervoso Periferico Fibre e Neuroni VIP, SP, Norepinefrina,
Bombesina, Somatostatina,
Enkefaline, Neurotensina,

ATP
Sistema Nervoso Gastro- Fibre nervose VIP, Bombesina, CCK,
Enterico Gastrina, Serotonina,

Neurotensina, Enkefaline,
Somatostatina, Polipeptide
Pancreatico, Ach, ATP

Tabella 9. Cellule del sistema neuroendocrino diffuso umano.
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Tumori neuroendocrini

I tumori neuroendocrini (NET) sono neoplasie ubiquitarie che originano
dalle cellule appartenenti al DNES o al CNES: in base a quanto definito nelle
sezioni introduttive il termine “APUD-oma”, nonostante il suo ampio utiliz-
zo per indicare i tumori neuroendocrini, non pud comprendere le neoplasie
derivate da tutte le popolazioni cellulari rilevabili nei tessuti neoplastici, sia
in base ai criteri classificativi embriologici che biochimici (43). Pertanto le
teorie che considerano i NET come APUD-omi producenti amine e peptidi,
ad esclusiva origine neuroectodermica, non sono attualmente accettabili :
infatti alcuni istotipi tumorali traggono origine da cellule pluripotenti men-
tre altre non presentano le caratteristiche biologiche e biochimiche peculiari
del sistema APUD (44). Secondo le conoscenze attuali, il termine “neuroen-
docrino” definisce quelle cellule, ed i tumori da queste derivati, di origine
sia ectodermica che endodermica capaci di sintetizzare, immagazzinare e se-
cernere mediatori biologici e/o i loro precursori con modalita endocrina, pa-
racrina, neurocrina e autocrina, nonché enzimi di tipo neuronale e neurotra-
smettitori (45).

I NET sono quindi “neoplasie derivanti da cellule staminali pluripotenti
o da cellule neuroendocrine differenziate, caratterizzate da un particolare
pattern istologico e dalla presenza di prodotti di secrezione e di proteine ci-
toplasmatiche caratteristiche”. In generale queste neoplasie sono caratteriz-
zate da una bassa incidenza e da una aggressivita biologica e clinica rela-
tivamente limitata. Inoltre, possono mantenere ed enfatizzare I'attivita se-
cretiva delle cellule originarie, determinando quadri sindromici (Biologically
Active Neuroendocrine Tumors - BANTS) oppure risultare, per molteplici
concausalita (vedi Tabella 10) biologicamente inattivi (Biologically Inactive
Neuroendocrine Tumors - BINTS).

La produzione e increzione di mediatori biologici pud avvenire con mo-
dalita entopica oppure ectopica. | NET “entopici” (o eutopici) sono rappre-
sentati da neoplasie che sintetizzano sostanze fisiologicamente prodotte dal
tipo di tessuto da cui si sviluppano (organi con componente endocrina): in
questo caso la sindrome clinica é il risultato di una autonomizzazione fun-
zionale probabilmente legata a una condizione di iper-espressione genica,
incontrollata, da parte del tessuto tumorale. | NET “ectopici” invece produ-
cono sostanze che, in condizioni normali, non vengono espresse dai tessuti
interessati. L’acquisizione di questa nuova funzione secretoria, differente
dalla primitiva attivita funzionale tipica del tessuto, sembra essere legata a
meccanismi di de-repressione ed iper-espressione genica tipica dei fenomeni
di de-differenziazione delle cellule tumorali.
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= Deficit di sintesi ormonale

= Deficit di secrezione ormonale

= Rapida degradazione periferica

= Sintesi di frammenti molecolari inattivi
= Sintesi di precursori inattivi

= Sintesi e secrezione di ormoni non attivi
= Deficit recettoriale

= Saturazione recettoriale

= Secrezione di ormoni antagonisti

= Attivita biologica sub-clinica

= Esaurimento funzionale della neoplasia
= Modificazioni strutturali inattivanti

= Secrezione episodica o ritmica

Tabella 10. Cause di possibile inattivita biologica di neoplasie neuro -
endocrine.

Infine, su base anatomo-topografica, i NET possono essere distinti in
base alla loro sede di insorgenza in tumori derivanti dal sistema GEP (Ga-
stro-Entero-Pancreatico), per quelli interessanti il compartimento addomi-
nale, e tumori non-GEP per indicare quelli che insorgono in altri distretti
corporei.
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Classificazione

I problemi che si presentano di fronte ad un approccio classificativo dei
NET risultano fondamentalmente sottesi ai sequenti fattori:

= contemporaneo coinvolgimento di popolazioni cellulari diverse

= frequente ipersecrezione pluri-ormonale, anche da parte di una singola
popolazione cellulare

= esistenza di tumori contenenti o producenti esclusivamente enzimi di tipo
neuronale

= esistenza di tumori misti caratterizzati da una componente sia heuroendo-
crina che esocrina carcinomatosa (mixed-tumours)

= possibili modificazioni, spontanee o conseguenti a terapia, della secrezio-
ne da parte del tumore

In letteratura sono riportate numerose classificazioni dei NET, fondate
essenzialmente su criteri anatomo-patologici e/o clinici: la classificazione
piu valida, completa ed utilizzata e attualmente basata sulle sostanze ormo-
nali presenti nei tessuti neoplastici e/0 nel sangue periferico. Questa puo es-
sere utilizzata sia per i tumori biologicamente attivi che per quelli inattivi in
cui sia possibile eseguire una immunotipizzazione cellulare.

Ad esempio, si possono classificare somatostatinomi biologicamente atti-
Vi (BANT-SS) o somatostatinomi biologicamente inattivi (BINT-SS) oppure
insulinomi biologicamente attivi e insulinomi biologicamente inattivi.... In
caso di BANT plurisecernente il tumore viene classificato non in base all’au-
mento dei valori ormonali plasmatici bensi in relazione all’ormone responsa-
bile della sindrome clinica: il fatto di non considerare le caratteristiche di
multisecretorieta e di non contemplare BINTs che producano e contengano
esclusivamente enzimi di tipo neuronale (le cui cellule hon possono essere
quindi tipizzate su base ormonale) rappresenta la maggiore limitazione della
classificazione ormonale. Per ovviare a queste limitazioni & possibile rag-
gruppare i NET in 3 principali categorie:

1. NET le cui cellule possono essere tipizzate, sia biologicamente attivi
(vedi Tabella 11) che inattivi.

2. NET le cui cellule non possono essere tipizzate, rappresentati esclusiva-
mente da forme biologicamente inattive

3. Tumori con una componente mista neuroendocrina ed esocrino-carcino-
matosa (cellule tipizzabili o meno), quasi esclusivamente biologicamen-
te inattivi

Caleidoscopio i



Tumori Neuroendocrini:

Giovanella L. diagnosi e fisiopatologia clinica
Neoplasia Sostanza secreta
carcinoide EC serotonina, sostanza P, VIP
carcinoide EC. istamina, 5-HTP, ACTH, epinefrina, MSH
insulinoma insulina, polipeptide pancreatico
gastrinoma gastrina, polipeptide pancreatico
glucagonoma glucagone, polipeptide pancreatico, calcitonina
VIP-oma VIP, polipeptide pancreatico
somatostatinoma somatostatina
PP-oma polipeptide pancreatico, VIP
neurotensinoma neurotensina, VIP, polipeptide pancreatico,

calcitonina, enkefalina

enteroglucagonoma enteroglucagone

bombesinoma GRP, polipeptide pancreatico, calcitonina,
serotonina

ca midollare tiroideo calcitonina

microcitoma polmonare ACTH, PTH, calcitonina

feocromocitoma catecolamine

Tabella 11. Tumori neuroendocrini funzionanti: prodotti di secrezione.

L’estrema varieta di cellule appartenti al sistema neuroendocrino (dif-
fuso e confinato) sottende la possibilita che, per ogni tipologia cellulare, esi-
sta la possibilita di una trasformazione neoplastica.

Si illustreranno di seguito le principali caratteristiche dei tumori neuro-
endocrini, suddivisi per distretti corporei.
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Tumori neuroendocrini del tratto ga-
stro-entero-pancreatico (GEP)

Derivano dalle cellule neuroendocrine del tratto gastrointestinale e ve-
nivano, in passato, definiti “in toto” come carcinoidi: successivamente, sulla
base di evidenze istologiche, funzionali e cliniche la loro classificazione é sta-
ta articolata separando il tumore carcinoide dai tumori endocrini pancreatici:
la sotto-classificazione del carcinoide si basa sulla attivita secretiva (EC-cell
ed EC-cell) e sulla localizzazione anatomica della neoplasia mentre i tumori
endocrini pancreatici vengono caratterizzati sulla base della loro proprieta
funzionale (biosintetica e secretiva) e della loro differenziazione funzionale

(46).
Sindrome Tipo cellulare Manifestazioni cliniche % malignita Mediatori
s. carcinoide EC-cell flushing, diarrea 100 5-HT
EC-cell ipotensione, asma istamina
peptidi vari
s. Zollinger-Ellison cell.insulari non-b ulcera peptica
cell.G duodenali  diarrea 70 gastrina
insulinoma cell.insulari b ipoglicemia 10 insulina
VIPoma cell. insulari D1 diarrea, ipo-k+ 60 VIP
ipocloridria
glucagonoma cell.insulari a DM, eritema necrotizzante >75 glucagone

somatostatinoma

hGH-RHoma

PP-oma

s.da ACTH/CRH

neurotensinoma

cell.insulari D

cell.insulari non-b

cell.insulari PP

cell.insulari non-b

cell.insulari non-b

migrante, glossite

DM, diarrea, steatorrea 70 somatostatina
colelitiasi

acromegalia ? hGH-RH
eritema necrotizzante (raro) ? PP

s. di Cushing ? CRH

diarrea ?

neurotensina

Tabella 12. Sindromi cliniche dei NET-GEP biologicamente funzionanti (GEP-

BANTS).
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Tumori carcinoidi a cellule enterocromaffini (EC-
cells)

I tumori carcinoidi sono neoplasie ubiquitarie derivanti da cellule Ente-
roCromaffini (EC-cells) che, a loro volta, costituiscono la serie cellulare pre-
valente nel DNES. Generalmente il tumore carcinoide insorge nell’area GEP
ma puo essere rilevato, non infrequentemente, in distretti non-GEP, princi-
palmente in ambito toracico. Il carcinoide pud presentarsi con carattere spo-
radico oppure costituire una manifestazione di sindromi a carattere fa-
miliare.

Queste neoplasie sono state caratterizzate e definite con numerosi sino-
nimi (enterocromaffinoma, argentaffinoma, EC-oma, EC cell tumour, EC cell
carcinoid, syndrome of Thorson and Bjork, carcinoid syndrome, carcinoid
tumour, diarrheogenic syndrome) basate su caratteristiche strutturali della
neoplasia, sul nome dell’Autore che le ha descritte o su effetti clinici sindro-
mici prodotti dalla neoplasia.

Una certa confusione é sicuramente derivata dal fatto che, in epoca
precedente lo sviluppo dei metodi RIA e delle tecniche immunoistochimi-
che, ogni neoplasia con pattern strutturale neuroendocrino veniva definita
come “carcinoide”. Il successivo sviluppo delle tecniche RIA, immunoisto-
chimiche, la disponibilita della microscopia elettronica e delle metodiche di
“ibridazione in situ” hanno permesso di ri-classificare le neoplasie neuroen-
docrine in base al tipo cellulare dominante o alla attivita biologico-clinica
della neoplasia (47).

Etiologia e patogenesi

L’etiologia non & conosciuta: in base alla possibile espressione familiare
della malattia e stato ipotizzato un coinvolgimento genetico. Altre teorie ri-
guardano la localizzazione anatomo-topografica delle cellule di origine della
neoplasia e correlano, ad esempio, I'insorgenza di carcinoidi pancreatici alla
anomala persistenza di cellule EC, normalmente presenti a tale livello solo
nel corso della vita fetale.

Vi e evidenza di una possibile evoluzione verso il carcinoide di stati iper-
plasici a carico di cellule endocrine come accade, ad esempio, a livello gastri-
co: nei pazienti con ipocloridria e secondariamente ipergastrinemici, la sti-
molazione della mucosa gastrica puo produrre dapprima iperplasia e suc-
cessivamente neoplasie delle cellule EC,.

Carcinoidi del colon sono stati osservati in associazione con il morbo ce-
liaco e le malattie infiammatorie croniche intestinali (morbo di Crohn e retto-
colite ulcerosa/RCU): cio ha consentito di ipotizzare la possibile azione iper-
plasizzante e trasformante sulle cellule endocrine da parte dello stimolo flo-
gistico cronico.
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Popolazioni cellulari e mediatori biologici
I carcinoidi derivano da diverse sottopopolazioni di cellule EC, classifi-
cate in base a caratteri embriologici, anatomici, istochimici e biologici.

Carcinoidi derivati dal tratto gastro-enterico prossimale (foregut)
= Stomaco
= Duodeno prossimale
= Vie biliari
= Pancreas

Le cellule di questo compartimento producono istamina, 5-idrossi-tripto-
fano (5-HTP) a, a volte, ACTH.

Queste neoplasie originano da cellule EC. (EnteroChromaffin-Like) argi-
rofile e non argentaffini e producono le cosiddette “sindromi atipiche”. L’ec-
cessiva produzione di 5-HTP dipende dalla perdita, a livello gastrico, del-
I’espressione dell’enzima L-aminoacido-decarbossilasi con mancata conversio-
ne da 5-HTP a Serotonina (5-HT).

Carcinoidi derivati dal tratto gastro-enterico intermedio (midgut)
= dalla seconda parte del duodeno alla flessura splenica del colon

Questi tumori producono serotonina, bradichinina, tachichinina, prosta-
glandine e possono produrre ACTH ed altre sostanze. Causano sindromi
diarroiche e “sindromi da carcinoide” tipiche.

Carcinoidi dell’intestino distale (hindgut)
= colon discendente
= sigma-retto
* ano

Originano da numerose popolazioni cellulari (cellule L, PP, D, EC, N....)
e sono generalmente inattivi dal punto di vista biologico: solo eccezional-
mente possono produrre istamina e 5-HTP.

Da un punto di vista clinico i tumori del tratto medio piu frequentemen-
te danno luogo alla sindrome da carcinoide tipica. | tumori carcinoidi biolo-
gicamente attivi (Biologically Active Carcinoid/BAC) sono caratterizzati da
peculiari segni clinici e sintomi:

1. sintomi cutanei: flushing (80% dei casi), teleangectasie (50%), sindro-
me simil-pellagra (5%), melanosi

2. sintomi gastro-intestinali: diarrea (76%), epatomegalia (70%), dolore
addominale
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3. sintomi cardio-vascolari: cardiopatie (53%), ipotensione, ipertensione,

cefalea, lipotimie

4. sintomi respiratori: broncocostrizione (26%), fibrosi polmonare

Mentre in passato la sindrome da carcinoide era considerata sottesa ad
iperincrezione della sola serotonina, é stato successivamente dimostrato il
coinvolgimento di numerosi altri mediatori biologici appartenenti alle
famiglie dei peptidi oppiodi (b-endorfine, enkefaline), delle bradichinine e
tachichinine (sostanza P, neuropeptide K, neurochinine A e B) (48).

Studi immunoistochimici accurati hanno dimostrato il coinvolgimento di
molte popolazioni cellulari “minori” nel determinismo della sindrome chia-
rendo, nel contempo, le differenze esistenti rispetto al cosiddetto “carcinoide
atipico” che origina da popolazioni di cellule EC, e la cui forma biologica-
mente attiva non produce serotonina ma istamina. Il tumore carcinoide EC,-
cells e pertanto una distinta entita patologica con implicazioni fisiopatolo-

giche e cliniche peculiari (49).

Manifestazioni cliniche

Frequenza (%)

Possibili mediatori

Diarrea

Flushing

Dispnea (broncocostrizione)

Cardiopatia
cuore destro
cuore sinistro

Dermatopatia

Dolori addominali*

76

80

26
53

40
13

51

5-HT,istamina, prostaglandine,
VIP, glucagone, gastrina, calcitonina

5-HT, 5-HTP, callicreine,
neurochinine, istamina, sostanza P,
prostaglandine

5-HT, istamina

5-HT

deplezione di triptofano

(aumentata sintesi 5-HTP)

fibrosi retro-peritoneale
*effetto diretto massa tumorale

Tabella 13. Mediatori della sindrome da carcinoide.
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Embriogenesi Localizzazione Sindrome

Frequenza (%) Caratteristiche Peptidi

Tratto GE prox. BRONCO 35 Flushing intenso 5-HT
[Foregut] Lacrimazione Istamina
Scialorrea
Edema facciale
Diarrea
Dispnea
Cardiopatia

STOMACO 5 Flushing intenso, 5-HTP
a margini netti, Istamina
Tratto GE medio DUODENO-DIGIUNO 40 esteso a tutto il corpo  5-HT
[Midgut] Dispnea
Prurito
Diarrea

PANCREAS-VIE BILIARI raro Eritema necrotizzante 5-HT
Flushing facciale Istamina
Teleangectasie
Cardiopatia
Fibrosi retroperitoneale
Diarrea

ILEO 1

APPENDICE 0.3-0.7% delle
appendicectomie

COLON raro Flushing facciale 5-HT

Tratto GE distale RETTO raro Diarrea
[Hindgut]

Tabella 14. Caratteristiche dei tumori carcinoidi.

Clinica

I tumori carcinoidi possono manifestarsi clinicamente con segni aspecifi-
ci quali: sanguinamento intestinale, dolori addominali, occlusione intestina-
le (effetto “massa” della neoplasia e/o fibrosi retro-peritoneale) o per sinto-
mi legati alla secrezione ormonale. La progressione della malattia & general-
mente lenta ed indolente e I'intervallo medio fra insorgenza dei sintomi e
diagnosi clinica risulta di circa 4.5 anni.

Il sospetto clinico ed il successivo iter diagnostico sono influenzati dalle
modalita di presentazione: nel caso di Biologically Inactive Carcinoids
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(BICs) la sintomatologia é aspecifica e legata agli effetti diretti della massa
tumorale sul tratto GE: dolore e tensione addominale, nausea e malessere ge-
nerale, calo ponderale, occlusione intestinale e/o biliare e sanguinamento in-
testinale.

In questi casi la neoplasia puo essere localizzata mediante studi endosco-
pici ed eco-endoscopici, studi radiologici con mdc (incluso il clisma a doppio
mdc del piccolo intestino per identificare neoplasie digiuno-ileali), ecografia
e tomografia computerizzata (TC). Nonostante I'innegabile miglioramento
nella identificazione e localizzazione di tali neoplasie, la natura delle lesioni
rimane spesso clinicamente insospettata e viene rivelata solo dall’esame
istologico dopo resezione chirurgica o biopsia epatica.

Viceversa, I’osservazione che la serotonina (5-HT) viene sintetizzata e
secreta dalla maggior parte dei carcinoidi funzionanti, [secondo le modalita
illustrate in Figura 3 (50)], é alla base della valutazione dei pazienti sindro-
mici e affetti da Biologically Active Carcinoids (BACSs).

TRIPT(I)FANO
TRIPTOFANO
CELLULA . . -
CARCINOIDE Triptofano-idrossilasi
5-HTP
L-aa decarbossilasi aromatica
GRANULO
5-HT SECRETORIO
’ “stoccaggio” o Q
\
Pool della
5-HIAA 5-HT
CIRCOLANTE MAO circolante

Aldeide-deidrogenasi
Filtrazione renale ¢

Escrezione urinaria

5-HIAA
URINARIO
aumentato

Figura 3. Biosintesi e metabolismo della 5-HT nelle cellule di carcinoide
funzionante
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Determinazione del 5-HIAA urinario

Circa il 75% dei pazienti portatori di BAC presenta una escrezione urinaria
di 5-HIAA superiore a 80 nmol/die (15 mg/die). La specificita approssima il
100% solo dopo accurata esclusione di alimenti e farmaci potenzialmente
interferenti e di patologie che possano causare falsi-positivi (Tabella 15).

Alimenti
Avocado, banane, kiwi, prugne, mele, ananas, melanzane, noci, arachidi, caffe,
cioccolato

Farmaci

Acetominofene, acido acetilsalicilico, caffeina, paracetamolo, soluzione di Lugol,
melphalan, metisergide maleato, reserpina, ACTH, clorpromazina, eparina,
isoniazide, metil-DOPA, prometazina, levo-DOPA, fenotiazine, nicotina, inibitori
delle MAO, somatostatina, octreotide, amfetamine, dicumaroli, 5-fluorouracile

Patologie
Occlusione intestinale, sprue non-tropicale, insufficienza renale, insufficienza
epatica

Tabella 15. Fattori interferenti la determinazione del 5-HIAA urinario.

In alcuni pazienti con normale 5-HIAA urinario, il dosaggio della 5-HT
plasmatica e/o piastrinica puo consentire la diagnosi. In alcuni casi di BAC
del tratto GE prossimale € possibile rilevare la riduzione dell’enzima L-aa
decarbossilasi aromatica con scarsa conversione da 5-HTP a 5-HT e conseguen-
te scarsa escrezione urinaria di 5-HIAA. In questo caso la diagnosi puo avve-
nire mediante dosaggio del 5-HTP plasmatico, dell’istamina e di altri ormoni
peptidici.

Nei casi in cui la storia clinica e la sintomatologia sindromica siano dub-
bi o sfumati & possibile ricorrere a test di stimolazione:

Test all’alcool

Test alla pentagastrina
Test alle catecolamine
Test al calcio-gluconato

In caso di positiva risposta alla stimolazione si osserva, entro due ore
dallo stimolo, la comparsa di flushing, ipotensione, dispnea e diarrea: in pre-
senza di eccessiva risposta clinica puo essere utile la somministrazione di
octreotide per via endovenosa.
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Poiché molti pazienti affetti da sindrome da carcinoide sono gia portato-
ri di metastasi epatiche al momento della diagnosi, I’agobiopsia epatica rap-
presenta il metodo pit comune per ottenere una definitiva diagnosi istologi-
ca ed immunoistochimica.

Nella valutazione clinica della malattia vengono impiegate tecniche di
imaging anatomo-strutturale (TC, RM, angiografia selettiva) per lo studio
della localizzazione e della estensione della malattia, I’ecocardiografia e I'an-
giocardioscintigrafia all’equilibrio (ACSE) per lo studio delle complicanze
cardiache e la scintigrafia ossea con *"Tc-difosfonati per lo screening delle
metastasi ossee.

Il ruolo rivestito dal dosaggio della cromogranina-A e dalla scintigrafia
con analoghi radiomarcati della somatostatina, che hannno recentemente
integrato le altre metodiche e modificato I'approccio diagnostico, saranno
trattati organicamente in una sezione dedicata.

Tumori carcinoidi a cellule enterocromaffino-
simili (EC_-cells)

Il “carcinoide atipico” € un tumore neuroendocrino che origina, general-
mente a livello gastrico, dalle cellule EC. (enterochromaffin-like) e presenta
alcune differenze rispetto ai tumori carcinoidi EC-cells.

La forma biologicamente attiva (BAC-EC, cells) determina la cosiddetta
“sindrome del carcinoide gastrico” ed € caratterizzata da normali livelli di
gastrina circolante (forma normogastrinemica) mentre la forma inattiva
(BIC-EC_ cells) ¢ caratterizzata da elevati livelli di gastrina circolante (forma
ipergastrinemica)

Le cellule EC. costituiscono, in normali condizioni, la popolazione neu-
roendocrina dominante nella mucosa gastrica: in particolari condizioni fisio-
patologiche quali la gastrite cronica atrofica non-antrale, la sindrome di Zol-
linger-Ellison, I'iperparatiroidismo sporadico o familiare oppure dopo tera-
pie chirurgiche o trattamenti medici in grado di incrementare la concentra-
zione di gastrina, & possibile evidenziare una iperplasia e, successivamente,
una possibile trasformazione neoplastica di queste cellule.

La neoplasia € generalmente inattiva ed origina dalle cellule della serie
EC. anche se puo essere dimostrato il coinvolgimento di altre linee celulari
(EC, D, G, L, P, X, PP). Le forme attive sono rare e la sintomatologia clinica &
caratterizzata da flushing rosso associato a cefalea, edema cutaneo facciale,
ipotensione, scialorrea, rinorrea, lacrimazione, disfagia e, pit raramente,
diarrea, cardiopatia e broncocostrizione. Tali manifestazioni sono riconduci-
bili alla ipersecrezione di istamina che pud essere associata, a volte, ad iper-
secrezione di 5-HTP e piu raramente di ACTH, b-MSH ed epinefrina.
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= Gastrite Cronica Atrofica tipo A

= Gastrinoma familiare

= |perparatiroidismo (sporadico e familiare)

= Gastrinoma sporadico trattato con anti-secretivi

= Procedure chirurgiche: vagotomia, Billroth 11, gastro-digiunostomia, piloroplastica,
resezione fundica

= Terapie antisecretive ad alto dosaggio per periodi prolungati

Tabella 16. Categorie di pazienti e condizioni a rischio per lo sviluppo di
tumori carcinoidi EC,.

Condizioni predisponenti individuali
Gastrite Cronica Atrofica non-antrale
Ipo-acloridria

Ipergastrinemia reattiva (in relazione a riduzione dell’acidita gastrica)
oppure Ipergastrinemia primitiva (es. Sindrome di Zollinger-Ellison)

Iperplasia ed ipertrofia delle cellule EC_
Metaplasia

Neoplasia non automantenentesi (fase gastrina-dipendente)

Neoplasia automantenentesi [produzione di fattori di crescita autocrini]
(fase gastrina-indipendente)

Tabella 17 Fasi della progressione patogenetica dei tumori EC, ipergastri -
nemici.

Tumori neuroendocrini pancreatici

Le funzioni endocrine pancreatiche sono mediate dalle strutture insulari
(insule pancreatiche del Langherans) distribuite nel parenchima ghiando-
lare. Le insule mature sono composte da 4 tipi cellulari principali di cellule
ad attivita secretoria: le cellule A (a) secernenti glucagone, le cellule B (b) se-
cernenti insulina, le cellule D (d) secernenti somatostatina e le cellule PP se-
cernenti polipeptide pancreatico.
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Ciascuna di queste cellule pud secernere, oltre al prodotto ormonale
principale, peptidi regolatori in basse concentrazioni. Durante lo sviluppo e
la maturazione delle strutture insulari vengono sintetizzati e rilasciati di-
versi ormoni tra cui gastrina, peptide vasoattivo intestinale (VIP) ed ACTH.

I NET pancreatici possono derivare da ciascuno di questi tipi cellulari e
possono secernere uno o piu peptidi ormonali, determinando le conseguenti
sindromi cliniche “umorali” (51).

GASTRINOMA

Nel 1955 Zollinger ed Ellison descrissero I’associazione di gravi quadri
di ulcera peptica e tumori pancreatici secernenti gastrina. Tali neoplasie,
attraverso la secrezione di elevate concentrazioni di gastrina, determinavano
ipersecrezione gastrica acida e, conseguentemente, I'insorgenza di ulcere
gastro-duodenali.

Il gastrinoma rappresenza il NET pancreatico piu frequente e costituisce
circa il 10% dei tumori neuroendocrini dell’area GEP, con una incidenza di
circa 4 casi/10° in popolazioni non pre-selezionate. Lo 0.1% dei pazienti af-
fetti da ulcera peptica duodenale € un portatore di gastrinoma mentre tutti i
pazienti affetti da gastrinoma presentano segni di patologia peptica gastro-
duodenale, che costituisce il quadro di presentazione nel 70% dei casi. La
distribuzione per eta del gastrinoma mima quella della patologia peptica con
massima rappresentazione tra la 5 e I'8” decade di eta.

Il 50% dei pazienti manifesta diarrea, di tipo acquoso o di tipo steator-
roico, che costituisce I'unico sintomo in circa il 30% dei casi.

Il gastrinoma dev’essere considerato, tra le ipotesi diagnostiche diffe-
renziali, in tutti i pazienti con ulcera peptica refrattaria e/o recidivante, ulce-
ra associata ad ipertrofia gastrica, ulcera del duodeno distale o ulcere digiu-
nali, associate a diarrea, nefrolitiasi, ipercalcemia, patologie ipofisarie ed
anamnesi familiare o personale fortemente positiva per patologia peptica o
per tumori neuroendocrini.

Una percentuale variabile tra il 25 ed il 50% dei pazienti con gastrinoma
risulta affetta da sindrome MEN tipo 1: tutti i pazienti con gastrinoma
dovranno, pertanto, essere sottoposti a screening per tale patologia.

Il gastrinoma si rileva a livello insulare pancreatico in circa ’'80% dei casi
(praticamente nella totalita dei casi MEN1-associati) con particolare interes-
samento della regione cefalica (52).

Circa il 10-15% delle neoplasie si localizzano invece a livello duodenale
(cellule G) ed il rimanente 5-10% é rappresentato da localizzazioni atipiche:
piccolo intestino distale, stomaco, milza, fegato, linfonodi, ovaio (cistoadeno-
ma mucinoso). Le neoplasie sono spesso di piccole dimensioni, possono es-
sere multifocali (specialmente nel quadro della MEN1) e la biologia tumorale
€ ampiamente variabile: in molte casistiche pubblicate caratteri di malignita
sono rilevabili dal 50 al 70% dei casi (diffusione linfonodale, interessamento
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epatico e, con minor frequenza, osseo). Come altre neoplasie del sistema
neuroendocrino anche il gastrinoma presenta una progressione lenta: tutta-
via la variabilita inter-individuale &€ ampia e, ad esempio, I’'aggressivita delle
lesioni secondarie risulta maggiore rispetto al tumore primitivo (53).

INSULINOMA

La caratteristica biologico-clinica peculiare del tumore a cellule b
consiste nello sviluppo di ipoglicemia sintomatica da ipersecrezione, non
regolata, di insulina. L’insulinoma rappresenta la seconda neoplasia del
pancreas endocrino, con una incidenza di 8 casi/107 in popolazioni non pre-
selezionate e massima rappresentazione tra la 5 e la 7” decade anche se so-
no descritti e riportati casi in tutte le fasce di eta.

La triade di Whipple, classica presentazione dell’insulinoma, comprende
le seguenti manifestazioni:

1. Ipoglicemia a digiuno
2. Sintomatologia ipoglicemica
3. Immediato miglioramento dopo glucosio e.v.

L’incremento ponderale pud conseguire all’aumentato introito alimen-
tare messo in atto per contrastare i sintomi ipoglicemici. La diagnosi puo es-
sere confermata dal riscontro di ipoglicemia a digiuno, in presenza di livelli
di insulina normali o elevati, a dimostrazione di inadeguata risposta insuli-
nemica allo stato ipoglicemico.

In relazione al possibile release di insulina con andamento episodico
anche la sintomatologia puo presentare caratteristiche di tipo accessionale ed
intermittente e puo essere enfatizzata dal digiuno protratto.

La precoce insorgenza della sintomatologia tipica rende ragione del fatto
che la diagnosi della neoplasia, generalmente, avviene quando la massa tu-
morale é di piccole dimensioni e la neoplasia risulta monolocalizzata. In cir-
ca il 10% dei casi, tuttavia, sono rilevabili tumori neuroendocrini primitivi
multipli, particolarmente nel quadro della MEN tipo 1 di cui anche I'in-
sulinoma puo essere parte.

Sono rilevabili, con minore frequenza, forme extra-pancreatiche di in-
sulinoma, che generalmente insorgono su aree di tessuto pancreatico
ectopico.

Caratteri di malignita sono presenti in circa il 10% dei casi (diffusione
linfonodale ed epatica) (54)

VIPOMA

Verner e Morrison descrissero un quadro sindromico caratterizzato da:
diarrea acquosa, ipokaliemia ed insufficienza renale, associato a neoplasie
del pancreas endocrino a cellule non-b. Tale quadro sindromico era soste-
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nuto dalla secrezione di elevate concentrazioni di VIP da parte della neo-
plasia insulare.

Il VIPoma rappresenta il 2% circa dei GEP-NET con una incidenza di
1/107. Le manifestazioni cliniche possono comprendere diarrea acquosa (>3
L/die), astenia profonda, ipokaliemia, ipocloridria con perdita fecale di bi-
carbonati ed acidosi metabolica. Circa 2/3 dei pazienti manifestano ipercal-
cemia ed ipofosforemia mentre il 50% dei pazienti sviluppa iperglicemia
(derivante dall’ipokaliemia e dalla glicogenolisi epatica indotta dal VIP) ed il
20% manifesta flushing cutaneo.La neoplasia secerne altri peptidi (VIP-rela-
ted peptide, istidina-metionina, somatostatina, neurotensina) che possono
contribuire alle manifestazioni sindromiche nel singolo paziente.

Il principale criterio diagnostico consiste nel rilievo di elevati livelli
plasmatici di VIP (metodo RIA) in presenza di diarrea acquosa importante
(> 1 L/die). Moderati incrementi di VIP circolante possono essere rilevati
anche nella insufficienza epatica e nella patologia ischemica intestinale. |
VIPomi sono generalmente localizzati a livello del corpo e della coda del
pancreas e raggiungono solitamente dimensioni significative prima di dive-
nire sintomatici. Nel 10-15% dei casi, invece, la neoplasia deriva dalle cellule
neuroendocrine della mucosa intestinale ed anche le seguenti neoplasie: gan-
glioneuroblastoma, mastocitoma, feocromocitoma e microcitoma polmonare
(SCLC), possono secernere episodicamente VIP (55)

GLUCAGONOMA

Nel 1966 McGovern descrisse una rara forma di diabete mellito associato
ad eritema necrotizzante migratorio ed alla presenza di tumore insulare pan-
creatico. Oltre all’eritema necrolitico migrante ed al diabete mellito (soli-
tamente di entita lieve-media), i pazienti possono manifestare glossite, sto-
matite, cheilite angolare e, in una minoranza di casi, anche perdita di peso,
anemia e complicanze trombo-emboliche (56).

Il rilievo di una elevata secrezione di glucagone da parte di tali tumori
ha identificato in questo ormone la causa del diabete. Il glucagone pud anche
compartecipare alle genesi delle altre manifestazioni cliniche e, nhonostante
questi tumori possano secernere altri peptidi (polipeptide pancreatico, soma-
tostatina, insulina e gastrina), il dato biologico maggiormente rilevante é
costituito proprio dall’iper-glucagonemia.

Il glucagonoma & un tumore caratteristicamente monofocale, di grandi
dimensioni, a lenta proliferazione: oltre il 75% dei casi presenta una diffu-
sione metastatica al momento della diagnosi, piu comunemente a livello
epatico e scheletrico. Anche il glucagonoma pud essere associato ad una
sindrome MEN tipo 1. Il rilievo di concentrazioni plasmatiche di glucagone
>1000 pg/mL (metodo RIA) a digiuno assume significato patognomonico
mentre elevazioni meno marcate possono essere osservate anche in corso di
chetoacidosi diabetica, insufficienza renale ed epatica cronica, sepsi, digiuno
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prolungato ed enteropatia da glutine. L’iper-glucagonemia da glucagonoma
puo essere differenziata dalle forme secondarie in base alla sua non-respon-
sivita alla soppressione con glucosio.

SOMATOSTATINOMA

I tumori insulari secernenti somatostatina rappresentano il gruppo di
NET-GEP sindromici di piu recente identificazione. La triade clinica *“clas-
sica” é rappresentata da:

1. Diabete mellito
2. Steatorrea
3. Colelitiasi

Tali manifestazioni possono essere ricondotte alle multiple attivita di
inibizione esercitate dalla molecola su release insulinico, secrezione pan-
creatica esocrina e motilita - contrattilita colecistica.

Il diabete ¢ generalmente di grado moderato e puo essere rilevata, oc-
casionalmente, ipoglicemia probabilmente in relazione alla attivita com-
plementare di altre molecole ormonali secrete dalla neoplasia.

Singoli somatostatinomi hanno dimostrato attivita sintetica e secretiva
per: insulina, calcitonina, gastrina, VIP, ACTH, prostaglandine, sostanza P,
motilina e glucagone.

Altre manifestazioni cliniche del SS-oma possono includere: calo pon-
derale, ipocloridria ed ipertensione parossistica.

Circa il 60% dei SS-omi sono localizzati in sede intra-pancreatica ed
anche il piccolo intestino costituisce una sede non infrequente di localizza-
zione: a tale livello le neoplasie presentano, caratteristicamente, livelli meno
elevati di somatostatina e risultano spesso asintomatici. Il SS-oma, analoga-
mente al glucagonoma e al VIP-oma, & generalmente monofocale, di grandi
dimensioni e spesso presenta metastasi al momento della diagnosi. Non &
riportata associazione tra SS-omi e sindrome MEN tipo 1.

Secrezione ectopica di somatostatina € riportata da parte di microcitomi
polmonari (SCLC), carcinoma midollare tiroideo (CMT), feocromocitoma e
paragangliomi (57).

Oltre alle neoplasie descritte ed alle relative sindromi cliniche, sono note
altre condizioni cliniche associate a tumori insulari funzionanti: acromegalia
da secrezione ectopica di hGH o hGH-RH, ipercalcemia da PTH-related
peptide (PTH-rp) o da secrezione ectopica di PTH, diarrea o diabete mellito
da neurotensina e sindrome di Cushing da ACTH o CRH ectopico. La secre-
zione insulare di ACTH, da solo o in associazione ad altri peptidi, appare
correlata ad una maggiore aggressivita e malignita della neoplasia.
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Tumori neuroendocrini pancreatici non-funzio-
nanti

Oltre il 15% dei NET pancreatici hon sono associati ad alcuna sindrome
umorale definibile.

Tuttavia molte di queste neoplasie sintetizzano e rilasciano una o piu
molecole peptidiche quali polipeptide pancreatico, sostanza P o motilina.

Le neoplasie non-funzionanti sembrano, nel complesso, accomunate da
alcune caratteristiche: localizzazione a livello cefalico o caudale, dimensioni
frequentemente rilevanti (5-10 cm. di diametro) al momento della diagnosi.
Le manifestazioni cliniche sono essenzialmente correlate all’effetto massa
esercitato dalla neoplasia sulle strutture circostanti e comprendono: dolore
addominale, ittero ostruttivo, malessere generale, sanguinamento da varici
gastro-esofagee (compressione della vena splenica) e rilievo obiettivo di
massa addominale palpabile. Nonostante un atteggiamento proliferativo di
solito lento, oltre il 50% dei casi presenta, alla diagnosi, diffusione meta-
statica linfonodale e/0 epatica (58).
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Tu_mori_ neuroendocrini del tratto
respiratorio

Una recente revisione dei criteri classificativi di tali neoplasie prevede la
loro articolazione in tumori neuroendocrini benigni (carcinoide tipico), a
basso grado di malignita (carcinoide atipico) e ad alto grado di malignita.
Quest’ultima categoria viene ulteriormente sotto-classificata in: tumori neu-
roendocrini a grandi cellule, a cellularita mista e a piccole cellule (micro-
citoma polmonare).

Carcinoide bronchiale

Il carcinoide bronchiale rappresenta il 5% circa delle neoplasie polmona-
ri, non e correlato al fumo di sigaretta o ad altri fattori ambientali ed & molto
simile, dal punto di vista istopatologico ed ultrastrutturale, al carcinoide del
tratto gastro-enterico. Istologicamente la neoplasia & composta da isole, cor-
doni e masse cellulari separate da uno stroma fibroso poco rappresentato: le
singole cellule sono piuttosto regolari e presentano nuclei uniformi, rotondi
e scarse mitosi. La microscopia elettronica puo dimostrare i classici granuli
secretori con “core” elettron-denso (59).

Le manifestazioni cliniche derivano, generalmente, dalla modalita di cre-
scita endoluminale bronchiale della neoplasia mentre la proprieta di sintesi e
secrezione di 5-HT da parte della neoplasia € incostante e, generalmente,
non sono presenti segni clinici di carattere sindromico. Il carcinoide bron-
chiale tipico ¢ generalmente benigno e non dimostra tendenza alla diffusione
metastatica: I’exeresi chirurgica rappresenta pertanto una terapia definitiva.
Il carcinoide atipico, viceversa, presenta piu frequentemente aspetti
aggressivi e puo metastatizzare per via ematogena.

Microcitoma polmonare (SCLC)

Neoplasia altamente maligna, I’'SCLC é costituito da cellule caratte-
ristiche, piccole, con scarsa rappresentazione del citoplasma, a morfologia
rotondeggiante od ovaliforme, talvolta con aspetti simil-linfocitici: tali ele-
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menti cellulari sono definiti anche “oat-cell” o cellule a “seme d’avena”. Pos-
sono inoltre essere presenti altre forme cellulari, di aspetto fusato o poligo-
nale, denominate cellule “intermedie”. Studi ultrastrutturali in microscopia
elettronica dimostrano, talvolta, la presenza di granuli secretori: & in effetti
rilevabile, in alcuni casi, una attivita secretiva neuroendocrina propria delle
cellule neoplastiche che puo dar luogo a sindromi cliniche da secrezione
endocrina ectopica (secrezione ectopica di calcitonina, CRH/ACTH, PTH).

L’insorgenza dello SCLC e strettamente legata al fumo di sigaretta. La
neoplasia presenta generalmente localizzazione centrale o ilare, & altamente
aggressiva ed e considerata da alcuni Autori una patologia “di per sé “ siste-
mica. In ogni caso, al momento della diagnosi, I’estensione ¢ generalmente
tale da rendere impraticabile un approccio chirurgico (60).

La diagnostica del SCLC e fondata sull’imaging radiologico (Rx torace
standard e TC), sulla fibrobroncoscopia e sull’esame cito-istologico.

L’enolasi neurone specifica (NSE) € un marcatore circolante utile nella
diagnosi e nel monitoraggio della neoplasia: recentemente é stato dimostrato
che I'associazione di un marcatore citocheratinico, il CYFRA 21.1, consente
una piu accurata stratificazione prognostica e I'impiego di un radiofarmaco
oncotropo, il *™Tc-sestaMIBI, consente una valutazione “in vivo” della che-
miosensibilita della neoplasia (61, 62).
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Tumori della linea simpatico-midollare

Le cellule appartenenti a questo sistema derivano embriologicamente
dalla cresta neurale e danno luogo alla formazione dei neuroni simpatici,
della neuroglia, dei paragangli e delle cellule cromaffini della midollare sur-
renale. Le corrispondenti derivazioni neoplastiche sono: feocromocitoma,
paraganglioma e neuroblastoma.

Feocromocitoma

| feocromocitomi sono tumori delle cellule cromaffini, secernenti
catecolamine, e determinano caratteristicamente ipertensione arteriosa anche
se il riscontro di feocromocitoma in pazienti ipertesi e infrequente (1
feocromocitoma/1000 ipertesi). Tuttavia, I'identificazione della malattia
riveste molta importanza clinica poiché:

1. L’ipertensione da feocromocitoma & curabile con I’exeresi della
neoplasia

2. | pazienti affetti da feocromocitoma sono a rischio di crisi parossisti-
che potenzialmente letali

3. Nel 15% dei casi i feocromocitomi presentano caratteri strutturali e
biologici di malignita

La distribuzione delle cellule cromaffini nell’organismo &€ ampia e se il
90% dei feocromocitomi deriva dalla midollare surrenale, il restante 10% e
ampiamente distribuito a livello del glomo carotideo, dei gangli simpatici
para-vertebrali, dell’organo dello Zuckerkland (biforcazione dell’aorta addo-
minale), dei gangli mediastinici posteriori. Feocromocitomi multipli, com-
prese le forme midollari bilaterali, sono rilevati in circa il 10% dei casi appa-
rentemente sporadici, mentre le forme midollari bilaterali (associate 0 meno
a localizzazioni extra-surrenaliche) sono pressoché costanti nelle MEN tipo
2. Nei familiari di pazienti affetti da MEN tipo 2 &, infatti, rilevabile iperpla-
sia midollare surrenalica bilaterale: secondo alcuni Autori questo puo essere
interpretato come stadio propedeutico allo sviluppo di neoplasie multicen-
triche e giustificherebbe la surrenalectomia bilaterale profilattica. In gene-
rale, tuttavia, viene accettato un criterio clinico meno invasivo che prevede
un accurato follow up dei soggetti a rischio.
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Clinica

La maggior parte dei feocromocitomi secerne norepinefrina (NE) e, spes-
so, anche epinefrina (E) mentre solo raramente la neoplasia produce esclusi-
vamente o principalmente epinefrina (E).

Le manifestazioni cliniche derivano solitamente dagli effetti delle cateco-
lamine secrete dalla neoplasia mentre & particolarmente rara una sintomato-
logia da “effetto massa” tumorale.

I sintomi comuni del feocromocitoma sono costituiti da cefalea, palpita-
zioni e sudorazione profusa. Tali manifestazioni decorrono con carattere ac-
cessionale e sono associate a crisi ipertensive durante le quali il paziente ap-
pare pallido e sudato: la durata delle crisi & solitamente nell’ordine dei mi-
nuti ma in alcuni casi gli attacchi possono prolungarsi per ore.

L’associazione di algie addominali e/o toraciche, sintomi gastro-intesti-
nali, astenia e sintomi visivi & possibile ma meno frequente e la tachicardia,
nelle forme tipiche a prevalente secrezione di NE, non risulta particolarmen-
te accentuata.

Lo stato ipertensivo e talora intermittente ma, di solito, e presente una
ipertensione di base con notevoli oscillazioni e spikes in corso di crisi sinto-
matiche: questa fenomenologia pud essere spiegata sulla base di un release
episodico delle catecolamine anche se non & dimostrabile una stretta correla-
zione fra status pressorio e livelli di catecolamine circolanti.

| segni metabolici del feocromocitoma possono comprendere intolleran-
za al caldo e calo ponderale, a dimostrazione di un incremento della attivita
metabolica, diminuita secrezione insulinica e resistenza periferica all’insuli-
na senza, generalmente, il manifestarsi di un quadro di diabete mellito con-
clamato.

I rari feocromocitomi secernenti principalmente E danno luogo ad
episodi parossistici, caratterizzati da ipertensione sistolica, tachicardia, ipo-
tensione, edema polmonare non-cardiogeno ed aritmie cardiache.

Diagnosi

Il sospetto clinico di feocromocitoma necessita di una conferma biochi-
mica: la diagnosi di laboratorio & fondata sulla determinazione delle cate-
colamine, delle metanefrine e dell’acido vanilmandelico (VMA) nelle urine
delle 24 ore. Quest’ultima risulta la determinazione maggiormente impie-
gata in fase di approccio ma é anche quella caratterizzata dal maggior
numero di falsi negativi mentre, viceversa, le catecolamine risultano
aumentate (> 2 volte il limite superiore) in oltre il 90% dei casi.

L’informazione biologica derivata da tali determinazioni & in ogni caso
complementare poiché la catecolamine (e, probabilmente, le metanefrine)
riflettono I'attivita sintetica tumorale, mentre il VMA viene espresso in
funzione della degradazione intra-tumorale delle catecolamine.

Recentemente, grazie ai metodi radio-enzimatici ed alla HPLC, é stato
introdotto il dosaggio plasmatico delle catecolamine o la loro determinazio-
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ne piastrinica: in relazione all’emivita di alcuni minuti, tali rilevazioni hanno
significato puntiforme, mentre il dosaggio sulle urine delle 24 ore fornisce
un dato integrale sulla attivita biosintetica giornaliera. E’ peraltro dimo-
strabile che i livelli basali delle catecolamine circolanti sono quasi sempre
elevati nei pazienti affetti da feocromocitoma.

| test di stimolo utilizzati in passato (istamina, tiramina, glucagone e
fentolamina) sono caratterizzati da bassa accuratezza diagnostica e risultano
potenzialmente pericolosi per il paziente: il loro utilizzo in clinica dovrebbe
pertanto essere eliminato. Viceversa e apparso promettente I'uso del test alla
clonidina (0.3 mg. per 0s): la molecola ha infatti dimostrato di diminuire i
livelli di catecolamine circolanti in pazienti ipertesi senza feocromocitoma
ma non nei portatori della neoplasia.

I livelli circolanti di cromogranina-A risultano frequentemente elevati e
I'utilizzo di questo marcatore nella diagnosi di feocromocitoma verra discus-
so nella specifica sezione dedicata all’utilizzo diagnostico di tale molecola.

Successivamente alla conferma biochimica del sospetto clinico & necessa-
rio procedere alla localizzazione della neoplasia. | feocromocitomi non sono,
di solito, identificabili mediante manovre semeiotiche ad eccezione dei tu-
mori localizzati a livello del glomo carotideo: in questo caso € possibile iden-
tificarli mediante palpazione cervicale accurata. | feocromocitomi mediasti-
nici determinano spesso allargamento del mediastino visibile alla radiogra-
fia toracica standard mentre quelli a localizzazione vescicale si manifestano,
caratteristicamente, con crisi parossistiche associate alla minzione.

In assenza di questi segni il feocromocitoma dev’essere considerato a
localizzazione intra-addominale e, particolarmente, surrenalica: la TC ¢ in
grado di identificare la quasi totalita dei feocromocitomi midollari mentre la
RM appare piu sensibile nelle forme extra-midollari. Il dato morfologico,
caratterizzato da elevata sensibilita, spesso non consente con certezza I'attri-
buzione di natura della lesione. La scintigrafia con [*%/3! |odio]-Meta-lodo-
Benzil-Guanidina (MIBG) valuta la funzione biologica della lesione e con-
sente, inoltre, una esplorazione whole body: cio determina una elevata spe-
cificitd da un lato e la possibilita di identificare lesioni multicentriche o me-
tastatiche dall’altro. In particolare la scintigrafia appare superiore a TC ed
RM nello staging della neoplasia e nella identificazione di recidive in pa-
zienti sottoposti a chemio e radioterapia (63).

Tumori del sistema simpatico-cromaffine

| feocromocitomi derivano da cellule differenziate, derivanti della cresta
neurale (cellule cromaffini) mentre altre neoplasie possono derivare da cel-
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lule pit 0 meno differenziate in senso neuronale e comprendono, principal-
mente, i neuroblastomi ed i ganglioneuromi.

Mentre i ganglioneuromi sono generalmente neoplasie benigne, i neuro-
blastomi, che originano usualmente dalla midollare surrenale (40%) o dai
gangli simpatici para-vertebrali addominali (25%), sono neoplasie ad elevata
malignita. In casi meno comuni possono essere coinvolti anche i gangli me-
diastinici, pelvici o cervicali. Questi tumori producono comunemente cateco-
lamine ma senza rilasciarne quantita attive, in grado di produrre sintomi cli-
nici, probabilmente a causa di una elevata degradazione intra-tumorale (di-
mostrata dalla elevazione di VMA/HMA urinari in oltre il 90% dei pazienti).
L’enolasi-neurone specifica (NSE) si & dimostrata un utile marcatore nel mo-
nitoraggio terapeutico e nella stratificazione prognostica della neoplasia. Il
neuroblastoma rimane una neoplasia altamente maligna e richiede un ap-
proccio terapeutico aggressivo e complesso (chemioterapia, radioterapia, ra-
dioterapia metabolica con **!lodio-MIBG, trapianto di midollo...) (64).
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_Carcinoma midollare tiroideo e neopla-
sie endocrine multiple

Carcinoma midollare tiroideo

Deriva dalle cellule C-parafollicolari tiroidee, caratterizzate dalla produ-
zione di calcitonina (CT) e rappresenta il 5-10% di tutte le neoplasie tiroidee.
La maggior parte delle neoplasie ha carattere sporadico ma il 20% circa dei
carcinomi midollari tiroidei ha una presentazione familiare (legata alla sin-
drome MEN-2).

Il carcinoma midollare tiroideo (CMT) sporadico si presenta, general-
mente, come formazione nodulare tiroidea: non e possibile di solito una dia-
gnosi differenziale clinica e/o strumentale rispetto ad altre neoplasie tiroi-
dee anche se il rilievo di elevate concentrazioni di Calcitonina circolante in
presenza di un nodulo della tiroide & patognomonico della neoplasia. In
relazione alla ridotta incidenza epidemiologica della neoplasia la maggior
parte degli Autori concorda, tuttavia, nel non ritenere indicato lo screening
mediante dosaggio della Calcitonina in pazienti con nodularita tiroidea.

Pertanto il nodulo tiroideo segue I’iter diagnostico consueto fondato
sullo studio scintigrafico ed ecografico e, in ultima istanza, sulla tipizzazione
citologica: in caso di sospetto citologico di CMT si impone il dosaggio IRMA
della Calcitonina e la successiva exeresi radicale (tiroidectomia totale e linfo-
adenectomia cervicale).

Sono utili nella diagnosi e, soprattutto, nel follow up del CMT indagini
medico nucleari “in vivo” rappresentate dalla scintigrafia con *™Tc-DMSA
pentavalente, 12/131|-MIBG, "1 In-pentetreotide e, in relazione all’espressione
tissutale e sierica dell’antigene carcinoembrionario (CEA), scintigrafia con
Ab monoclonali radiomarcati anti-CEA (65).

Neoplasie endocrine multiple

Sono caratterizzate dalle seguenti peculiarita biologiche e patologico-cli-
niche:

= Usualmente le neoplasie sono composte da uno o piu tipi cellulari in grado
di sintetizzare e secernere polipeptidi specifici e/o bio-amine, appartenenti
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al sistema APUD (in senso letterale ed embriogenetico): tali cellule deri-
vano pertanto dalla cresta neurale e presentano alcune proprieta caratteri-
stiche delle cellule neuronali. Possono tuttavia essere presenti, all’interno
del quadro sindromico anche neoplasie non-APUD e, principalmente, i
lipomi (MENL1) ed i ganglio-neuromi (MENZ2B).

= Presenza di progressione istologica da una fase di iperplasia ad adenoma
e, in alcuni casi, a carcinoma.

=Sviluppo multicentrico della fase iperplastica con derivazione monoclonale
di ciascun focus tumorale (tale ipotesi & provata solo nel caso del carcino-
ma midollare tiroideo ma, verosimilmente, é applicabile anche alle altre
neoplasie del quadro MEN).

Genetica delle MEN

Le MEN vengono trasmesse con modalita di tipo autosomico dominante:
la MENL1 é causata dalla mutazione di un gene onco-soppressore situato sul
braccio lungo del cromosoma 11 (menina) mentra la MEN2 é causata da mu-
tazioni attivanti il proto-oncogene RET. Le piu frequenti mutazioni rilevabili
in questo caso determinano I'attivazione costitutiva del recettore tirosin-
kinasico per il GDNF (fattore neurotrofico derivato dalle cellule gliali) con
conseguente crescita incontrollata delle popolazioni cellulari coinvolte nel
guadro della MEN2 (66).
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Neoplasia endocrina multipla di tipo 1
(MEN-1)

Iperplasia o neoplasia (adenoma/carcinoma) delle cellule endocrine di:

= ADENOIPOFISI
= PARATIROIDI
= SISTEMA ENDOCRINO DUODENO-PANCREATICO

La MEN1 é stata riconosciuta dal punto di vista genetico e clinico nel
1954 da Werner ed ¢ stata successivamente distinta dalle MENZ2.

Manifestazioni Cliniche

1) Iperparatiroidismo primario (IPTH)

Costituisce la manifestazione piu comune della MEN1: entro i 40 anni la
maggior parte dei pazienti portatori del gene MEN1 sono ipercalcemici e
presentano anomalie della secrezione del paratormone (PTH).

La piu comune evidenza istologica é rappresentata dalla iperplasia
multighiandolare paratiroidea ma, specie in caso di diagnosi tardiva, sono
stati identificati casi di iperplasia multipla associata ad adenoma (IPTH ter-
zZiario) (67).

2) Tumori pancreatici insulari

Presentano una incidenza complessiva dell’80% tra i portatori della
MENZ1. Tumori multicentrici insulari possono produrre sindromi ormono-
correlate e dare luogo ad una trasformazione maligna con metastatizzazione
a distanza. Nonostante i quadri sindromici possano essere correlati ad un da-
to prodotto di secrezione, molte neoplasie presentano un quadro di iperplasia
di multipli tipi cellulari e producono diversi ormoni, peptidi o amine (68).

GASTRINOMA

La sindrome di Zollinger-Ellison (ZES, ipersecrezione acida gastrica
causata da iperproduzione di gastrina) & la maggior causa di morbidita e
mortalita nella MEN1. Una condizione di iper-gastrinemia appare rilevabile
in circa il 60% dei pazienti affetti da MEN1 con tumore pancreatico.

La ZES include i seguenti segni clinici: ipersecrezione acida gastrica,
ulcere peptiche singole o multiple, diarrea, esofagite ed elevati livelli sierici
di gastrina, rilevati con metodo RIA (usualmente > 300 pg/mL).

Caleidoscopio [t



Tumori Neuroendocrini:
Giovanella L. diagnosi e fisiopatologia clinica

La conferma dello stato ipergastrinemico puo essere ottenuta mediante
test di stimolazione, attraverso I'infusione di calcio-gluconato o I'iniezione di
secretina: I'increzione di gastrina & massimale (> 200 pg/mL) nel gastrinoma
mentre I’'ampiezza dell’incremento dopo stimolazione non supera i 50
pg/mL nelle altre condizioni patologiche che possono sostenere una iperga-
strinemia secondaria.

INSULINOMA

Rappresenta la seconda neoplasia pancreatica (35% dei tumori pan-
creatici in corso di MEN1: le manifestazioni cliniche non differiscono da
guelle legate alla forma sporadica della neoplasia ma I’insulinoma MEN1-
associato risulta frequentemente policentrico ed anche nel caso di identifi-
cazione di una sola lesione adenomatosa é altamente probabile la presenza
di iperplasia o micro-adenomatosi delle cellule insulino-secernenti.

GLUCAGONOMA

Nonostante il glucagone plasmatico risulti elevato in oltre il 50% dei
pazienti affetti da MENL1 e che in piu del 30% dei pazienti si rilevi un elevato
numero di cellule insulari glucagone-immunopositive, il glucagonoma non ¢
frequente in corso di MEN1. Nei casi in cui si presenti, la manifestazione
tipica é rappresentata dall’iperglicemia mentre solo pochi casi presentano
lesioni cutanee (rash, eritema necrotizzante migratorio) o sintomi a carattere
generale (anemia, anoressia, trombosi venosa profonda).

SINDROME DIARROICA (Sindrome di Verner-Morrison)

Sindrome caratterizzata da: diarrea acquosa, ipokaliemia, ipocloridria ed
acidosi, pu0 essere associata sia a tumori neuroendocrini pancreatici che a
tumori carcinoidi.

3) Tumori adenoipofisari

Tumori ipofisari sono presenti in oltre il 50% dei pazienti MEN1. Solita-
mente multicentrici, possono causare, in relazione al prodotto di secrezione
della neoplasia, galattorrea, amenorrea, acromegalia o malattia di Cushing.
Esistono 2 distinti meccanismi coinvolti nella trasformazione neoplastica
ipofisaria: il primo riguarda principalmente I’espansione clonale di uno spe-
cifico tipo cellulare ipofisario ed & fondato su fattori genetici (es. mutazione
della sub-unita a delle proteine G).

Il secondo concerne la stimolazione ipofisaria da parte di releasing-hor-
mones (RHSs) ipotalamici: i due meccanismi possono evidentemente auto-
condizionarsi ed agire sinergicamente.

Piu frequentemente, in corso di MEN1, si manifestano prolattinomi
(PRL-omi) che, generalmente, determinano concentrazioni sieriche estrema-
mente elevate di PRL (>200 mg/L). Valori meno elevati possono essere do-
vuti anche a fenomeni di compressione del peduncolo ipofisario.
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L’acromegalia, dovuta ad eccessiva produzione di hGH, &, per frequen-
za, la seconda manifestazione ipofisaria della MENZ1: in rari casi la sindrome
acromegalica puo essere dovuta ad iperproduzione ectopica di GH-RH da
parte di tumori pancreatici insulari.

L’iperproduzione adenoipofisaria di ACTH puo determinare le manifesta-
zioni della malattia di Cushing e dev’essere differenziata dalla, possibile, pro-
duzione ectopica di ACTH e/o0 CRH da parte di neoplasie pancreatiche (69).
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Neoplasia endocrina multipla di tipo 2
(MEN-2)

I due principali quadri clinici sono caratterizzati dalla coesistenza del
carcinoma midollare tiroideo (CMT) e del feocromocitoma e sono classificati
in due principali sottotipi:

MEN 2A

= CARCINOMA MIDOLLARE TIROIDEO
= FEOCROMOCITOMA

= IPERPARATIROIDISMO

La MEN 2A puo presentarsi con 3 modalita varianti:

1. Carcinoma midollare tiroideo familiare (CMTF)
2. MEN 2A con lichen amiloidotico cutaneo
3. MEN 2A con malattia di Hirschsprung

MEN 2B

= CARCINOMA MIDOLLARE TIROIDEO

= FEOCROMOCITOMA

= NEUROMI MUCOSI

= GANGLIONEUROMATOSI INTESTINALE

= DEFICIT DI SVILUPPO ED HABITUS MARFANOIDE

Genetica e fisiopatologia

Mutazioni del proto-oncogene ¢c-RET sono identificabili nel 93-95% dei
pazienti affetti da MEN 2. Il proto-oncogene c-RET é situato in regione q11.2
del cromosoma 10 e codifica il recettore RET per il fattore neurotrofico deri-
vato dalle cellule gliali (GDNF). Tale recettore presenta, in caso di MEN 2,
due principali mutazioni attivanti a carico di domini funzionali. La prima
mutazione, rilevabile in corso di MEN 2A, riguarda un dominio recettoriale
extra-cellulare, ricco in residui cisteinici (Cys-Rich domain). La seconda mu-
tazione, rilevata in corso di MEN 2B, interessa il dominio intra-cellulare di
trans-activazione (tirosin-kinasi).

Sono infine identificabili mutazioni a carico di codoni diversi in singole
cellule C para-follicolari in casi di CMT sporadico (mutazioni somatiche) (70).
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Screening della MEN 2

La tiroidectomia totale precoce pud prevenire la mortalita e la morbidita
da CMT: I'identificazione delle mutazioni del proto-oncogene c-RET me-
diante tecniche di biologia molecolare ha profondamente modificato e sem-
plificato le procedure di screening.

Nella MEN 2A I’analisi genetica viene effettuata in prima istanza sul
portatore e successivamente, dopo identificazione delle mutazioni, estesa ai
membri della famiglia. L’indagine deve essere eseguita due volte, in due la-
boratori diversi e su due campioni diversi: il rilievo di un doppio risultato
negativo esclude il soggetto da ulteriori valutazioni. | soggetti positivi allo
screening genetico possono essere “gestiti” secondo due diverse procedure:

a) tiroidectomia totale preventiva prima dei 6 anni di eta

b) esecuzione annuale del dosaggio della calcitonina basale e dopo test
di stimolazione con calcio gluconato-pentagastrina ed invio alla tiroidecto-
mia totale in caso di anomale risposte al test di stimolazione.

Nel caso della MEN 2B il test genetico pud essere eseguito nei soggetti
con fenotipo patologico non completamente espresso (i heuromi mucosi, ad
esempio, possono risultare poco evidenti o essere difficilmente identifica-
bili).

In caso di famiglie con provata trasmissione genetica del CMT ma senza
mutazioni identificabili del proto-oncogene c-RET, dovra essere eseguito
annualmente il test di stimolazione con calcio gluconato-pentagastrina (71).

Lo screening del feocromocitoma in pazienti portatori di mutazione del
c-RET prevede la misurazione annuale dell’acido vanilmandelico urinario
(VMA) e delle catecolamine plasmatiche ed urinarie. Recentemente é stato
proposto anche I'impiego del marcatore circolante Cromogranina-A (Cg-A)
per I'identificazione del feocromocitoma.

Nei casi positivi e/0 con sintomatologia suggestiva per feocromocitoma
dovranno essere eseguite adeguate indagini di imaging morfo-strutturale
(TC spirale) e funzionale (scintigrafia whole body e SPET con [1%/3odio]-
Meta-lodo-Benzil-Guanidina-MIBG) (72).

Infine, la valutazione della calcemia (o preferibilmente del calcio ioniz-
zato) ed il dosaggio del Paratormone (PTH) a cadenza bi- o triennale consen-
tiranno un adeguato screening dell’iperparatiroidismo. In caso di preferen-
Ziale o importante espressione dell’iperparatiroidismo nella famiglia oggetto
dello screening, I'intervallo fra i controlli verra opportunamente abbreviato
(controllo annuale).
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Strategia diagnostica dei tumori neuro-
endocrini

Le strategie clinico-diagnostiche sono estremamente variabili in relazio-
ne alla tipologia, alla localizzazione anatomica ed alla differenziazione fun-
zionale delle neoplasie neuroendocrine.

Le principali indagini diagnostiche possono essere articolate schematica-
mente in indagini di laboratorio (diagnostica *“in vitro”) ed indagini “in
vivo”: fra queste ultime rivestono un ruolo preminente le tecniche di ima-
ging morfologico e funzionale oltre alle tecniche endoscopiche (endoscopia
digestiva, broncoscopia....). Molto spesso, tuttavia, non é possibile giungere
ad una diagnosi definitiva senza un complesso studio istopatologico,
immunoistochimico ed ultrastrutturale.

Diagnostica “in vitro”

= Caratterizzazione dei prodotti di secrezione nei tumori neuroendo-
crini funzionanti (BANTS)

La caratterizzazione dei prodotti di secrezione dei BANTS viene effettua-
ta mediante indagini biochimiche ed immunochimiche: in particolare, ven-
gono impiegati metodi biochimici per la determinazione dell’acido vanil-
mandelico, delle catecolamine urinarie e/o plasmatiche e dell’acido 5-idros-
si-indol-acetico (5-HIAA) urinario. Come evidenziato in precedenza, tali in-
dagini vengono effettuate routinariamente nel sospetto di feocromocitoma
(VMA e catecolamine) e, rispettivamente, di tumore carcinoide (5-HIAA).

Tali determinazioni richiedono particolare accuratezza sia in fase pre-
analitica (raccolta urinaria nelle 24 ore, dieta con esclusione di alimenti inter-
ferenti, wash out farmacologico...) che in fase analitica, con impiego di tecni-
che adeguate (es. HPLC).

Le indagini immunochimiche sono principalmente rivolte alla identifica-
zione di peptidi ed ormoni ed il “gold standard” metodologico in neuroen-
docrinologia é rappresentato dalle tecniche immunochimiche con radio-
isotopi (RIA, IRMA, dosaggio radio-recettoriale).

Altre molecole ormonali vengono utilizzate in casi selezionati, ad esem-
pio nello studio delle sindromi paraneoplastiche o di neoplasie secernenti
(Calcitonina, ACTH, CRH ...).

La richiesta di indagini volte alla caratterizzazione della attivita biologi-
ca di una neoplasia neuroendocrina viene indirizzata dal sospetto clinico di
sindrome correlata alla secrezione di molecole bio-attive: il riscontro di ele-
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vate concentrazioni di sostanze bioattive e/o di loro cataboliti conferma il
sospetto clinico e giustifica il ricorso a tecniche di visualizzazione e localiz-
zazione della neoplasia.

= Secrezione pulsatile delle molecole bioattive

= Overlap tra concentrazioni normali e patologiche del marcatore utilizzato
= Potenziali cause di errore metodologico pre-analitico

= Potenziali cause di errore analitico

= Potenziale perdita di immunoreattivita da parte di prodotti secretivi mutati

Tabella 18. Potenziali cause di falso negativo delle indagini in vitro.

Viceversa, un dato laboratoristico negativo non assume “di per sé “, un
significato assoluto poiché devono essere considerati molti fattori di poten-
ziale “mascheramento”, sintetizzati nella Tabella 18.

Pertanto la negativita della determinazione biologica, specie se singola,
non consente il rule-out dell’ipotesi diagnostica: inoltre dev’essere consi-
derato che molte neoplasie neuroendocrine non presentano attivita secretiva
ovvero producono molecole la cui attivita biologica non ¢ caratterizzata o
non determina sindromi cliniche riconosciute.

Per tale motivo la ricerca si é indirizzata verso lo studio di marcatori
neuroendocrini “trasversali” e, possibilmente, indipendenti dalla attivita
biologica del NET.

 Marcatori neuroendocrini circolanti

Enolasi Neurone Specifica (NSE)

Una molecola largamente utilizzata in questo senso € rappresentata dal-
I’enolasi neurone-specifica (NSE), enzima glicolitico citoplasmatico: in parti-
colare & consolidato il suo utilizzo clinico come marcatore tumorale nella va-
lutazione del microcitoma polmonare (SCLC) e del neuroblastoma (73, 74).

Viceversa I'impiego dell’NSE circolante nei tumori neuroendocrini del
tratto gastro-entero-pancreatico e bronchiale non presenta una accuratezza
diagnostica particolarmente elevata (75, 76).

Il riscontro di elevati livelli di NSE circolante potrebbe tuttavia essere indi-
cativo di una maggiore aggressivita delle neoplasie neuroendocrine (77, 78).

Cromogranina-A

Le cromogranine sono ampiamente utilizzate in immunoistochimica
come marcatori di tessuti a derivazione neuroendocrina ed impiegate per la
diagnosi di neoplasie derivate dal tessuto neuroendocrino (81).
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La disponibilita di un anticorpo monoclonale diretto contro la Cg-A
(LK2H10) ne consente un ampio impiego nella attivita diagnostica immuno-
istochimica ed il suo utilizzo riveste particolare interesse specialmente nel
caso di tumori neuroendocrini che perdono la capacita di produrre o se-
cernere sostanze ormonali o che producono peptidi senza apparente attivita
biologica e conseguenti sindromi cliniche: anche in tali neoplasie, infatti, la
Cg-A risulta una componente essenziale della matrice dei granuli densi (82).

Infine deve essere sottolineato come immunoreattivita per la Cg-A, ge-
neralmente modesta dal punto di vista quantitativo, sia dimostrabile anche
in neoplasie di origine non-neuroendocrina: tale aspetto sottende il possibile
utilizzo del marcatore anche in questo tipo di neoplasie. Nella Tabella 19
sono riassunti gli ambiti patologici nei quali I'impiego della cromogranina-A
come marcatore tissutale risulta clinicamente rilevante.

Adenomi ipofisari funzionanti
Adenoma ACTH-secernente

Adenoma FSH/LH-secernente
Adenoma hGH-secernente (acromegalia)
Adenoma TSH-secernente

Adenomi ipofisari non secernenti
Null-cell adenoma

Tumori neuroendocrini dell’area GEP
[secernenti (BANT) e non-secernenti (BINT)]

Carcinoide
Gastrinoma
Glucagonoma
Insulinoma
Somatostatinoma
VIPoma

Tumori neuroendocrini broncopolmonari

Carcinoide bronchiale
Microcitoma polmonare (SCLC)
Carcinoma neuroendocrino polmonare a grandi cellule

Carcinoma midollare della tiroide
Feocromocitoma

Paraganglioma

Tumori neurali

Tumore a cellule di Merkel

Tabella 19. Applicazioni della Cg-A in diagnostica immunoistochimica.
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Poicheé le cromogranine sono idro-solubili e in ragione dei fenomeni di
co-secrezione delle granine con i peptidi e gli ormoni prodotti dalle cellule
neuroendocrine, & possibile il loro impiego come marcatori circolanti. La
cromogranina-A risulta maggiormente rappresentata (anche se é possibile
I’espressione delle altre granine in tessuti cromogranina-A negativi) ed il
suo impiego in clinica & maggiormente diffuso (83). La maggior parte degli
Autori ha evidenziato come la Cg-A rappresenti il pit accurato pan-marca-
tore di neoplasia neuroendocrina attualmente disponibile (84, 85, 86, 87, 88).

In particolare la Cg-A assume un significato fondamentale nella carat-
terizzazione bioumorale della neoplasia qualora non sia presente attivita
biologica e clinica della stessa (es. neoplasie neuroendocrine non-funzio-
nanti) ovvero quando I’utilizzo di marcatori biochimici specifici per I'attivita
biologica della neoplasia presenti difficoltd metodologiche o procedurali (es.
accurata raccolta delle urine nelle 24 ore per la determinazione del 5-HIAA
nei pazienti affetti da tumore carcinoide e delle catecolamine e del VMA nei
pazienti affetti da feocromocitoma) (89, 90, 91).

In particolare la Cg-A dimostra una sensibilitd ed una specificita parago-
nabile a quella delle catecolamine e/o dei loro cataboliti urinari nella diagno-
si di feocromocitoma mentre la sua concentrazione non viene sensibilmente
modificata dalla assunzione di farmaci correntemente impiegati nella dia-
gnosi e nella terapia di tale patologia (clonidina, fentolamina, tiramina...) (92).

Studi relativi all’impiego della Cg-A nella diagnosi differenziale del-
I'ipertensione arteriosa da feocromocitoma rispetto alle altre cause di iper-
tensione non hanno dimostrato un significativo incremento del marcatore in
pazienti affetti da ipertensione arteriosa essenziale o da forme secondarie
non correlate a feocromocitoma (93).

Un altro interessante campo applicativo é rappresentato dalla sindrome
di Cushing, caratterizzata clinicamente da sintomi e segni da iperprodu-
zione di cortisolo. Il rilievo di elevate concentrazioni di Cg-A circolante puo
essere di aiuto nella identificazione di forme ectopiche di secrezione di
ACTH o CRH, generalmente correlate a neoplasie neuroendocrine quali il
carcinoide, il carcinoma midollare tiroideo o il carcinoma polmonare a pic-
cole cellule (SCLC, microcitoma) (94).

Un potenziale problema legato alla determinazione della Cg-A circo-
lante pud essere la sua produzione da parte di tessuti neuroendocrini di-
versi. Questo determina, rispetto a molecole caratterizzate da una produ-
zione tessuto-specifica (es. ormoni peptidici) un pool circolante maggiore e,
conseguentemente, una maggiore difficolta nel modificare acutamente la
concentrazione della molecola rispetto al “background” presente.

Lievi incrementi della Cg-A circolante si verificano in eta post-meno-
pausale, probabilmente in relazione all’aumento della secrezione gona-
dotropinica mentre concentrazioni sieriche elevate possono essere riscon-
trate in pazienti affetti da insufficienza renale ed epatocellulare (95).

Caleidoscopio Y



Tumori Neuroendocrini:
Giovanella L. diagnosi e fisiopatologia clinica

Numerosi studi hanno chiarito come i livelli di Cg-A circolante siano
elevati in diverse neoplasie neuroendocrine funzionanti e non, ed hanno
rilevato una correlazione diretta tra la massa tumorale e la concentrazione
sierica del marcatore (96, 97). In effetti, esistono dimostrazioni della modesta
sensibilita della Cg-A circolante in neoplasie neuroendocrine di piccole
dimensioni (es. insulinomi, microadenomi ipofisari) e, in particolare se que-
ste neoplasie risultano biologicamente funzionanti, la sintomatologia corre-
lata puo portare alla loro identificazione quando le dimensioni della lesioni
sono cosi piccole da non consentire una produzione di Cg-A superiore al
livello fisiologico all’equilibrio.

Altre esperienze, tuttavia, hanno dimostrato elevati livelli di Cg-A
anche in neoplasie di dimensioni ridotte (carcinoide, gastrinoma) (98, 99).

Considerando le caratteristiche immunoistochimiche ed ultrastrutturali
dei tessuti neuroendocrini neoplastici e stata dimostrata la correlazione fra
densita dei granuli secretori nel tessuto tumorale e I’espressione tissutale e
sierica di Cg-A: tale considerazione biologica dev’essere integrata al concetto
classico di marcatore di massa tumorale e rende ragione della esistenza di
casi di neoplasia neuroendocrina estesa con bassi livelli di Cg-A circolante.

Infatti neoplasie con una scarsa rappresentazione granulare, indipen-
dentemente dalle dimensioni, possono essere caratterizzate da bassi livelli
sierici di Cg-A e, pertanto, I'espressione di Cg-A circolante puo essere
considerata come funzione complessa della densita granulare, della massa
tumorale complessiva e della conservazione della capacita di secrezione
cellulare della componente granulare (100, 101, 102).

Queste considerazioni determinano, a nostro avviso, un atteggiamento
di cautela nell’interpretazione del dato relativo alla Cg-A come indicatore
dell’estensione di malattia che, in fase di staging iniziale, deve essere integra-
to dalle opportune indagini di diagnostica per immagini tra cui, in par-
ticolare, la scintigrafia con *In-pentetreotide e la tomografia computerizzata.

Importante appare invece I'utilizzo del marcatore nel follow up post-
chirurgico e nel monitoraggio della risposta alla terapia medica (somato-
statina ed analoghi, chemioterapia).

Diagnostica “in vivo”

Radiologia

Le tecniche di diagnostica per immagini a carattere morfologico (radio-
logia convenzionale, tomografia computerizzata a raggi X, risonanza ma-
gnetica) rivestono un ruolo importante nella identificazione e nello studio
della topografia e dei rapporti che i tumori neuroendocrini contraggono con
gli organi e le strutture circostanti. L’accuratezza di tali indagini viene, tutta-
via, ridimensionata dalle caratteristiche intrinseche di questi tumori (lesioni
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di piccole dimensioni, spesso indovate in organi di per se difficili da studiare
come il pancreas o le pareti duodenali). Pertanto & opinione comune che, in
presenza di segni clinici e bioumorali dimostrativi di neoplasia neuroendo-
crina, la negativita di indagini strumentali morfologiche non consenta il
rule-out della neoplasia.

Medicina Nucleare

Le tecniche medico nucleari “in vivo™ utilizzano molecole a tropismo
elettivo per il tessuto neuroendocrino (substrati metabolici, ligandi recetto-
riali) marcati con isotopi radioattivi che le rendono identificabili e localizza-
bili.

| principali radiofarmaci utilizzati per lo studio dei NET sono schema-
tizzati nella Tabella 20.

| principali vantaggi delle tecniche medico nucleari risiedono nella
possibilita di studiare fenomeni metabolici cellulari specifici “in vivo e” nella
relativa indipendenza dalle dimensioni delle lesioni: infatti I'impiego di in-
dicatori “positivi” rende possibile I'identificazione di lesioni molto piccole
(anche di dimensioni inferiori ai limiti teorici di risoluzione) ma attivamente
fissanti I'indicatore. Inoltre tutte le indagini consentono I'imaging del corpo
intero (whole body scan) e consentono pertanto un valido contributo alla
stadiazione della neoplasia.

9mTc-DMSA pentavalente
lodio-131/ lodio-123 - Metaiodobenzilguanidina (MIBG)

Analoghi radiomarcati della somatostatina
= lodio-123-Tyr3-octreotide
= Indio-111-pentetreotide

Anticorpi monoclonali radiomarcati
MoAb-anti CEA radiomarcati (complementari ad altri radiofarmaci nello studio
del CMT)

lodio-123-peptide vasoattivo intestinale (VIP)

Traccianti emittenti positroni (Tomografia ad emissione di positroni-PET)
18F-Fluorodesossiglucosio (FDG)

Impiego sperimentale:
8F-Fluoroiodobenzilguanidina
HC-idrossiefedrina

H1C-L-Dopa
HC-idrossitriptofano

Tabella 20. Radiofarmaci utilizzati nello studio delle neoplasie neuroen -
docrine.
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Scintigrafia recettoriale con In-
octreotide (pentetreotide)

La scintigrafia recettoriale con 'In-octreotide ¢ una metodica che pos-
siede una elevata sensibilita nel riconoscimento di lesioni sia primitive che
metastatiche le cui cellule esprimano recettori per la somatostatina. Tali
recettori sono fisiologicamente presenti nella grande maggioranza delle
cellule neuroendocrine normali, sulle quali la somatostatina svolge un’azio-
ne modulante la secrezione, la proliferazione e la neurotrasmissione. In par-
ticolare, i tumori neuroendocrini presentano generalmente una elevata
densita recettoriale che ne permette la visualizzazione scintigrafica attra-
verso I’'uso di analoghi radiomarcati della somatostatina (103).

RADIOFARMACI

La somatostatina (SS) € un ormone proteico di 14 aminoacidi: I'utilizzo
di questa molecola nella preparazione di farmaci e radiofarmaci é sostan-
zialmente impossibile a causa del suo tempo di emivita molto breve. Infatti,
in seguito a processi di degradazione enzimatica, questo non supera i 3 mi-
nuti. L’octreotide, molecola peptidica di sintesi formata da 8 aminoacidi, €
I’'analogo della somatostatina maggiormente utilizzato in clinica in quanto
presenta una buona resistenza ai processi di degradazione enzimatica man-
tenendo la stessa attivita biologica specifica (104).

Il primo tracciante usato per la visualizzazione “in vivo” dei recettori del-
la somatostatina é stato lo 2I-Tyr-octreotide. Alcuni inconvenienti ne hanno
tuttavia limitato I'utilizzo nella pratica clinica. Fra questi, in particolare, dif-
ficolta tecniche di marcatura, elevato costo e difficile reperibilita dello %I ad
elevata attivita specifica. Inoltre I’eccessivo accumulo del radiofarmaco nel-
I'intestino, a causa della sua clearance epatobiliare, rende di difficile inter-
pretazione le immagini scintigrafiche dell’laddome superiore (105). Parte di
questi problemi sono stati risolti con I'utilizzo dell’octreotide legato ad acido
dietilen-tetramino-pentacetico marcato con !In: oggi I’***In-DTPA-
octreotide ¢ il radiofarmaco piu utilizzato nella diagnosi, stadiazione e fol-
low up dei tumori neuroendocrini (106, 107). Dopo somministrazione endo-
venosa I’ In-DTPA-octreotide viene eliminato per via renale con una clea-
rance sensibilmente pit bassa di quella dell’*?1-Tyr-octreotide a livello epa-
to-biliare: questo, associato ad un ‘emivita piu lunga dell’*''In (T1/2= 67 ore)
rispetto a quello dello 21 (T1/2=13, 2 ore) determina una permanenza pil
lunga del radiofarmaco nei tessuti esprimenti i recettori somatostatinergici.
L'impiego di *In-DTPA-octreotide comporta, inoltre, la presenza di minore
radioattivita, a 24 ore dall’iniezione, nei tessuti poveri di recettori per la
somatostatina.
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Lo‘*%|-Tyr-octreotide comporta una certa radioattivita “di fondo” nelle
immagini (background) dovuta ad elevati livelli circolanti di prodotti di
degradazione del radiofarmaco.

La clearance epatobiliare ridotta dell’*''In-DTPA-octreotide ne favorisce
I’'uso nella SPECT dell’addome che, ad esempio, trova particolare indicaz-
ione nella localizzazione di piccoli tumori neuroendocrini del pancreas

Lo studio della biodistribuzione del '*In-DTPA-octreotide dimostra ac-
cumulo del radiofarmaco, dopo iniezione per via endovenosa, a livello del-
I'ipofisi, della tiroide, del fegato, della milza, dei reni e della vescica. La per-
manenza del radiofarmaco che si verifica a livello renale suggerisce che, do-
po essere stato filtrato a livello glomerulare, esso venga, almeno parzial-
mente, riassorbito a livello dei tubuli renali.

Occasionalmente si ottengono immagini della colecisti che vanno valu-
tate con attenzione in quanto possono mimare lesioni epatiche: in questi casi
risulta utile somministrare al paziente un pasto “grasso” o sostanze ad atti-
vita colecistocinetica per stimolare lo svuotamento della colecisti e quindi
acquisire nuove immagini.

In relazione alla possibile presenza di radioattivita intestinale, soprat-
tutto in corrispondenza del colon, a 24 h dalla somministrazione molti Au-
tori ritengono opportuna una dieta povera di fibre nei 3 giorni precedenti
I’esame scintigrafico ed una adeguata preparazione intestinale mediante
lassativi.

Poiche anche i linfociti “attivati” ed i tessuti granulomatosi esprimono
recettori per la somatostatina, i tessuti sede di processi inflammatori e/o gra-
nulomatosi e le ferite chirurgiche recenti devono essere valutati con molta
attenzione.

Il meccanismo di visualizzazione della tiroide negli esami scintigrafici
mediante impiego di analoghi della somatostatina non € ancora ben chiaro:
studi mirati ad accertare la presenza o meno dei recettori nella ghiandola
normale hanno fornito dati discordanti mentre & stato ben documentato
come alcuni tumori maligni della tiroide siano positivi per i recettori della
somatostatina (109). Una ipotesi interpretativa chiama in causa la possibile
espressione di recettori somatostatinergici da parte dei linfociti presenti a
livello intra-tiroideo in corso di tireopatie autoimmuni ma ¢ stata eviden-
Ziata visualizzazione scintigrafica della tiroide in corso di patologia nodulare
benigna non-autoimmune ed anche in caso di tiroide normale.

L’analisi dello stato chimico della radioattivita plasmatica ed urinaria
nelle prime 4 ore dall’iniezione, ha dimostrato una minima degradazione
dell’*In-DTPA-octreotide: tali fenomeni, infatti, incominciano a verificarsi
dopo 4 ore, quando la radioattivita circolante ammonta a meno del 10% di
guella somministrata.

La dose equivalente effettiva dell’'**In-DTPA-octreotide, sebbene piu
alta di quella dell’*?|-Tyr-octreotide, & paragonabile a quella di altri radio-
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farmaci marcati con '!In e risulta accettabile in relazione alle indicazioni cli-
niche di questo radiofarmaco (110).

Per ottenere un esame soddisfacente devono essere somministrati 185
MBq di *'In-DTPA-octreotide per via endovenosa. Le immagini sono otte-
nute tramite collimatori per medie energie (173 e 247 KeV). E’ possibile
ottenere buoni risultati anche usando collimatori per basse energie e ad alta
risoluzione acquisendo solo il fotopicco a 173-KeV. Dopo 4, 24 e 48 ore dalla
somministrazione del radiofarmaco devono essere rilevate immagini whole
body ad elevato conteggio: nel caso in cui si rilevino lesioni di piccole
dimensioni, accumuli di dubbio significato o mal localizzabili, € d’obbligo
rilevare immagini SPECT ( Single Photon Emission Computed Tomography)
ad elevata definizione.

RECETTORI

| recettori per la somatostatina (SS-R) sono glicoproteine integrali di
membrana accoppiate al sistema delle G-proteins: la loro attivazione deter-
mina I'inibizione dell’adenilato ciclasi cellulare (111). Studi molecolari hanno
rilevato I’esistenza di 5 sottotipi di recettori per la somatostatina: tali recet-
tori sono stati clonati e definiti, cronologicamente, SS-R;, SS-R», SS-R3, SS-R4,
SS-Rs. Nell’lambito dei SS-R; sono state identificate due varianti: SS-R,A e SS-
R2B (112).

Organo mGy/111MBq rads/3mcCi mGy/222MBq rads/6mCi
Reni 54,16 5,42 108,32 10,83
Fegato 12,15 1,22 24,31 2,43
Milza 73,86 7,39 147,73 14,77
Utero 6,34 0,63 12,67 1,27
Ovaie 4,89 0,49 9,79 0,98
Testicoli 2,9 0,29 58 0,58
Midollo osseo 3,46 0,35 6,91 0,69
Vescica 30,24 3,02 60,48 6,05
Stomaco 5,67 0,57 11,43 113
Piccolo Intestino 4,78 0,48 9,56 0,96
Grosso Intestino 7,73 0,77 15,46 1,55
Surreni 7,55 0,76 15,11 1,51
Tiroide 7,43 0,74 14,86 1,49
mSV/111MBq rem/3mCi mSv/222MBqg rem/6mCi
Dose-equivalente
Effettiva 13,03 1,3 26,06 2,61

Tabella 21: dose assorbita stimata e dose-equivalente effettiva da In-
DTPA-Octreotide.
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Studi farmacologici hanno dimostrato che i SS-R2A, SS-R2B, SS-R3 e SS-Rs
presentano una elevata affinita per I’octreotide e per ’'MK678 (un altro
agonista di sintesi della somatostatina) che, al contrario, vengono legati con
bassa affinita dai SS-R1 e SS-Ra.

La stessa suddivisione dei recettori é stata ottenuta con I’analisi struttu-
rale, la quale ha dimostrato una marcata similarita di sequenza, superiore
all’80%, all’interno di ognhuno dei due gruppi. Contrariamente I’omologia
strutturale fra recettori appartenenti a gruppi diversi non supera il 60%
(113).

E’ possibile inoltre distinguere i recettori per la somatostatina in base al
destino del complesso recettore-ligando: i SS-R; e i SS-Rs si legano con gran-
de affinita all’octreotide ed il complesso recettore-ligando viene trasporato
all’interno della cellula tramite invaginazione della membrana plasmatica.
Le vescicole intracellulari che si formano, dette endosomi, vanno incontro a
un processo di acidificazione che comporta la dissociazione del complesso
recettore-ligando. Successivamente il ligando viene attaccato da enzimi
lisosomiali e distrutto mentre il recettore ritorna alla membrana cellulare
integro. L’intero processo dura circa 15 minuti e permette a ogni singolo
recettore di interagire piu volte con diverse molecole di ligando (114): anche
I''"In-DTPA-octreotide, legandosi ai SS-R; e SS-Rs, subisce questo processo
metabolico.

Nelle cellule che esprimono i SS-Ry, invece, il complesso recettore-ligan-
do non viene internalizzato: il significato biologico di questa differenza non
& ancora chiaro ma potrebbe essere legato a fenomeni di sensibilizzazione e
desensibilizzazione dei recettori (115).

| recettori per la somatostatina sembrano essere espressi con un certo
grado di specificita tissutale: infatti i SS-Ri.4 sono variabilmente espressi
nelle linee cellulari tumorali derivanti dal sistema nervoso centrale, colon, fe-
gato, pancreas e polmone e, fra questi, i recettori i SS-R, sono maggiormente
rappresentati. | SS-Rs invece sono espressi con maggiore frequenza da cellule
tumorali dell’ipofisi anteriore, del muscolo liscio e del tratto gastro-
intestinale e recentemente la loro espressione ¢ stata dimostrata anche in al-
cuni tumori della tiroide (116, 117, 118, 119).

APPLICAZIONI CLINICHE

Tumori GEP

Studi recentemente riportati in letteratura dimostrano che, nel caso dei
tumori neuroendocrini GEP, la scintigrafia con *!In-DTPA-octreotide ha una
sensibilita superiore al 90% per le lesioni secondarie e intorno all’80% per i
tumori primitivi. Una sensibilita inferiore viene riferita solo nel caso di pa-
zienti affetti da insulinoma, a causa della relativa bassa densita di SS-R; in
questi tumori.
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Gli studi pubblicati inizialmente sulla scintigrafia recettoriale con analo-
ghi della somatostatina dimostravano una sensibilita inferiore nell’indivi-
duazione di metastasi epatiche da NET-GEP: tali risultati devono essere
riletti ed analizzati in relazione al fatto che in tali esperienze non era stata
utilizzata la tecnica SPECT a complemento dello studio planare standard.
Pubblicazioni piu recenti dimostrano infatti che la tecnica tomografica
SPECT permette di visualizzare piu lesioni rispetto alle tecniche planari, par-
ticolarmente in ambito epatico (120, 121, 122).

Le principali indicazioni di questo esame nello studio dei NET GEP sono:

= la localizzazione di tumori primitivi sconosciuti in pazienti con meta-
stasi note, di natura neuroendocrina.

= la localizzazione del tumore primitivo in pazienti sintomatici e/o con
segni bioumorali di NET.

= la stadiazione pre-chirurgica in pazienti con NET noto.

= |a stadiazione in pazienti con diagnosi istologica post-operatoria di NET.

= selezione dei pazienti con malattia estesa che possano beneficiare di
terapia medica con analoghi della somatostatina.

Quest’ultima possibilita é attualmente ancora oggetto di studio: recen-
temente é stato proposto un metodo mirato a valutare la densita di SS-R “in
vivo” basato sulle caratteristiche di biodistribuzione del radiofarmaco.

Il rapporto tumore/background viene calcolato su immagini SPECT
transassiali ottenute a 4 e 24 ore dalla somministrazione del tracciante: se
tale rapporto aumenta durante tale intervallo di tempo, il tumore, con buone
probabilita, presenta una elevata densita recettoriale e viceversa.

Poiche attualmente la densita recettoriale cellulare viene ottenuta so-
lamente “in vitro”, tramite Polimerase Chain Reaction (PCR), questa nuova
tecnica potrebbe rivestire notevole importanza nella selezione dei pazienti e
nella scelta dell’impostazione terapeutica.

Tumori non-GEP

| dati presenti in letteratura relativamente alla scintigrafia con *!In-
DTPA-octreotide nei pazienti con tumori polmonari a piccole cellule (SCLC)
indicano una sensibilita variabile dall’86% al 100% per i tumori primitivi
mentre per le metastasi risulta sensibilmente piu bassa, variando dal 45% al
60%. Molti studi pero si basano esclusivamente su immagini planari e la sen-
sibilita globale potrebbe essere migliorata da studi mirati con tecnica SPET.
Tuttavia, considerando I'elevato costo di questa metodica e I'entita relativa
dei vantaggi rispetto alle procedure diagnostiche standard, attualmente non
é possibile individuare un ruolo ben definito della scintigrafia recettoriale
nello studio di routine del tumore polmonare a piccole cellule (123, 124).
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Anche nello studio di pazienti con feocromocitoma I'**'In-DTPA-octreo-
tide non rappresenta il radiofarmaco di scelta poiché la sua elevata attivita
renale rende difficoltosa la visualizzazione della regione surrenale. In questi
casi si preferisce usare la %/13|-meta-iodo-benzil-guanidina (MIBG). | dati
presenti in letteratura riportano una sensibilita molto simile dei due trac-
cianti, variabile dal 90% al 95%, sebbene il numero di pazienti studiati con
11n-DTPA-octreotide sia notevolmente inferiore a quello dei pazienti
studiati con 2/131|-MIBG. Attualmente lo studio scintigrafico con *!In-
DTPA-octreotide viene riservato a quei casi in cui le tecniche di imaging con
altri radiofarmaci e/o le tecniche radiologiche tradizionali non ottengano
risultati univoci.

Nello studio dei paragangliomi la sensibilita dell’***In-DTPA-octreotide
riportata in letteratura risulta pari al 97% ed é superiore a quella di ogni altra
tecnica scintigrafica o radiologica, sebbene la scintigrafia con 23/3|-MIBG
presenti una maggiore specificita (125, 126).

Per quanto riguarda lo studio scintigrafico di pazienti con carcinoma
midollare della tiroide, la sensibilita dell’*'In-DTPA-octreotide riportata in
letteratura varia dal 47% al 68%. Studi “in vitro” hanno dimostrato che solo il
30% dei carcinomi midollari della tiroide presentano SS-R: questo esame
viene principalmente usato nel follow up postoperatorio nel caso in cui si
abbia un innalzamento dei livelli ematici di CEA e calcitonina. Una limi-
tazione importante & pero rappresentata dalla scarsa capacita di individuare
lesioni tiroidee di dimensioni inferiori ai 10 mm, spesso responsabili di
elevati livelli di markers tumorali.

A scopo esemplificativo verra riportata una esperienza condotta presso il
nostro Centro su una casistica selezionata di NET dell’area GEP per confron-
tare la performance diagnostica della scintigrafia recettoriale e delle tecniche
morfologiche (ecografia e TC addominale).
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Sono stati selezionati 17 pazienti di cui 12 affetti da tumore neuroendo-
crino primario e 5 affetti da tumore neuroendocrino precedentemente tratta-
to e con ripresa di malattia. La malattia é stata diagnosticata istologicamente
su tessuto bioptico o dopo resezione chirurgica. Tutti i pazienti sono stati
sottoposti a scintigrafia recettoriale con !In-pentetreotide.

Nelle Tabelle 22 e 23 sono riassunte le caratteristiche cliniche principali ed i
sottogruppi relativi al distretto anatomico interessato e all’istotipo tumorale.

ETA MEDIA 53.96 anni
RANGE ETA 28- 72 anni
n° pazienti maschi 8

n° pazienti femmine 9

Pazienti con tumore primario 12
Pazienti con ripresa di malattia 5

Tabella 22. Dati clinici principali dei pazienti selezionati.

Sedi anatomiche N° pazienti Classificazione
Stomaco 1 1 Carcinoide [BINT]
Duodeno 2 1Somatostatinoma [BANT]
1 NONF
lleo 4 2 Carcinoidi [BINT]
2 Carcinoidi [BANT]
Appendice 1 1 Carcinoide [BANT]
Retto 1 1 Carcinoide [BINT]
Pancreas 8 1 Gastrinoma [BINT]
2 Gastrinoma [BANT]
1 Somatostatinoma [BINT]
1 Insulinoma [BANT]
1 Insulinoma [BINT]
1 PP-oma [BINT]
1 Glucagonoma [BINT]

Tabella 23. Dati anatomopatologici dei pazienti selezionati.
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Stadiazione della neoplasia

La neoplasia ¢ stata definita limitata o diffusa sulla base di:

= Stadiazione chirurgica e patologica nei pazienti sottoposti ad inter-
vento chirurgico

= Valutazione strumentale mediante TC ed Ecografia addominale negli altri casi

Scintigrafia recettoriale con ! In-pentetreotide

L’indagine scintigrafica é stata eseguita mediante iniezione endovenosa
di 185 MBq di *!In-pentetreotide (Octreoscan®), preparato secondo le moda-
lita descritte dal Produttore (Mallinckrodt, Holland).

Le immagini sono state acquisite a 4, 24 ed eventualmente 48 ore dalla
somministrazione, mediante gamma-camera a doppia testa (PICKER PRISM
2000, Picker, US), equipaggiata con collimatori per medie energie. Sono state
eseguite scansioni whole body, studi planari mirati e SPECT del distretto
addominale, toracico e, se clinicamente indicato, cervico-cefalico.

Protocollo di preparazione del paziente

« pulizia dell’intestino e dieta povera di scorie nei giorni precedenti
I'esame

= assunzione di liquidi a intervalli regolari, da 24 ore prima dell’esame
fino a 24 ore dopo I'iniezione del radiofarmaco

Protocollo di acquisizione delle immagini

L’acquisizione delle immagini é stata effettuata sui due picchi dello '!In
(173 KeV e 247 KeV) con finestra energetica del 20%. | parametri utilizzati
per I'acquisizione delle immagini scintigrafiche sono stati i seguenti.

Acquisizione dopo quattro ore dall’iniezione:

= Whole body; anteriore e posteriore, 10 cm/min, matrice 256 x 1024
« SPET,; step and shot: 60 proiezioni, 30 s/step, matrice 64x64 word
Acquisizione dopo ventiguattro ore dall’iniezione:

= Whole body; anteriore e posteriore, 7.5 cm/min

« SPET,; step and shot: 60 proiezioni, 45 s/step, matrice 64x64 word

Elaborazione delle immagini tomografiche:
= prefiltering delle immagini acquisite con filtro Butterworth con ordine
compreso fra 8 e 10 e cut-off compreso fra 0.20 e 0.30

= retroproiezione con filtro Ramp
Caleidoscopio [l
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| risultati relativi alla performance diagnostica della scintigrafia recetto-
riale sono riportati suddividendo i pazienti in due gruppi: il primo (GRUP-
PO 1) comprensivo dei pazienti con NET primario ed il secondo (GRUPPO
I1) comprensivo dei pazienti con ripresa di malattia tumorale dopo
trattamento. Infine sono riportati i dati complessivi, relativi alla somma dei
casi appartenenti ai due gruppi.

GRUPPO |
| 12 pazienti affetti da NET primario presentavano una malattia limitata
in 5 casi, mentre presentavano multiple localizzazioni di malattia in 7 casi.

SCINTIGRAFIA CON ! In-pentetreotide:

PAZIENTI POSITIVI SENSIBILITA
TOTALE 12 12 100%
Pazienti con

malattia limitata 5 5 100%
Pazienti con

malattia estesa 7 7 100%

Nei pazienti con NET primario la scintigrafia recettoriale ha permesso di
individuare complessivamente 40 lesioni di cui:

* 5 lesioni corrispondenti ai tumori primitivi nei pazienti con malattia
limitata (range dimensionale 8-40 mm)

* 7 lesioni corrispondenti ai tumori primitivi nei pazienti con malattia
diffusa (range dimensionale 11-80 mm)

* 28 lesioni corrispondenti a lesioni secondarie nei pazienti con malattia
diffusa (range dimensionale 7-25 mm): in particolare sono state identificate 5
lesioni in sede linfonodale (range dimensionale 7-25 mm) e 23 lesioni in
ambito epatico (range dimensionale 8-25 mm)
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Figura 4. SPECT addominale (*!In-pentetreotide). Ricostruzione tridi -
mensionale: gastrinoma pancreatico.

Figura 5. SPECT addominale (*''In-pentetreotide). Ricostruzione tridimen -
sionale: NET non-funzionante pancreatico.
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Metodiche di imaging morfologico

Ecografia

L’indagine ecografica addominale ¢ stata eseguita in 10 pazienti di cui 4
con malattia limitata alla sede primitiva e 6 con malattia metastatica: la neo-
plasia primitiva (range dimensionale 13-80 mm) é stata identificata all’eco-
grafia in 6 casi di cui 4 a localizzazione pancreatica (13-80 mm), 1 ileo-me-
senteriale (19 mm) ed 1 duodeno-papillare (25 mm).

In 4 pazienti la lesione primitiva non é stata identificata dall’ecografia
addominale (range dimensionale 12-19 mm): in 1 caso la localizzazione era
pancreatica (15 mm), in 1 caso duodenale (12 mm) ed in 2 casi ileale (12 e 19
mm).

Tumore Primitivo Sede Dimensioni

Lesioni individuate 6 4 pancreas 13-80 mm
1ileo-mesenteriale 19 mm
1 duodeno-papillare 25 mm

Lesioni non individuate 4 1 pancreas 15 mm
1 duodenale 12 mm
2 ileale 12 mm/19mm

Tabella 24. Identificazione del tumore primitivo: risultati dell’ecografia.

Complessivamente I’ecografia ha identificato 17 lesioni secondarie
(range dimensionale 8-25 mm) tutte a localizzazione epatica.

Tomografia Computerizzata

L’indagine TC é stata eseguita in 11 pazienti di cui 6 con neoplasia
limitata alla sede primitiva e 5 con malattia estesa.

La neoplasia primitiva (range dimensionale 10-80 mm) ¢ stata iden-
tificata dalla TC in 8 casi: in 4 casi la localizzazione € risultata pancreatica, in
2 duodenale ed in 2 casi ileale.

La lesione primitiva non é stata identificata dalla TC (range dimensio-
nale 15-30 mm) in 2 casi a localizzazione pancreatica ed in 1 a localizzazione
ileale.

La TC ha identificato complessivamente 10 lesioni metastatiche, tutte a
localizzazione epatica (range dimensionale 12-20 mm.)

y() Caleidoscopio



Tumori Neuroendocrini:
Giovanella L. diagnosi e fisiopatologia clinica

GRUPPO 11

I 5 pazienti affetti da NET in fase di recidiva loco-regionale limitata di
malattia in 2 casi, mentre presentavano multiple localizzazioni a distanza in
3 casi.

SCINTIGRAFIA CON ! In-pentetreotide:

PAZIENTI POSITIVI SENSIBILITA GLOBALE

TOTALI 5 5 100%

La scintigrafia recettoriale ha identificato un’area di recidiva pelvica di
carcinoide appendicolare e 4 metastasi mediastiniche di carcinoide gastrico
ed ha individuato complessivamente 14 metastasi epatiche in due casi di
carcinoide (1 ileale ed 1 rettale) ed in 1 caso di gastrinoma pancreatico.

Figura 6. SPECT addominale (*!!In-pentetreotide). Ricostruzione
tridimensionale: voluminoso NET non-funzionante pancreatico e
dimostrazione della diffusione metastatica.
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Ecografia

L’indagine ecografica é stata eseguita in 2 pazienti affetti da recidiva di
malattia: in 1 caso di recidiva pelvica di carcinoide appendicolare I'esame ¢
risultato negativo. In 1 caso di carcinoide ileale I’ecografia ha identificato 3
lesioni secondarie in ambito epatico (range dimensionale 11-23 mm.)

Tomografia Computerizzata
L’indagine TC é stata eseguita in 2 pazienti: in entrambi i casi é stata
dimostrata una localizzazione secondaria epatica (diametro max. 10 mm.)

PERFORMANCE DIAGNOSTICA

SCINTIGRAFIA CON ! In-pentetreotide:

PAZIENTI POSITIVI SENSIBILITA GLOBALE

TOTALI 17 17 100%

La scintigrafia recettoriale ha identificato complessivamente 12 tumori
primitivi (sensibilita 100%) nei pazienti in fase di prima valutazione diagno-
stica. Ha inoltre identificato 33 aree di estensione di malattia oltre la sede
primaria e, precisamente, 5 lesioni a livello linfonodale, 27 lesioni in ambito
epatico ed 1 lesione a livello mediastinico.

Infine & stata correttamente identificata e localizzata un’area di recidiva
di malattia in regione pelvica.

Riassumendo il numero e la sede delle localizzazioni primitive e/0
metastatiche individuate con le tecniche di imaging morfologico con-
venzionale e i risultati forniti dalla scintigrafia con *'In-pentetreotide, si
ottengono i seguenti dati:

= nei 12 pazienti con NET primario la scintigrafia con 'In-pentetreotide
ha individuato 12 lesioni primitive e 28 metastatiche. L’esame
ecotomografico, eseguito in 10 dei 12 pazienti ha identificato 6 lesioni
primitive e 17 lesioni metastatiche, tutte in ambito epatico. L’indagine
TC, eseguita in 11 pazienti ha identificato 8 lesioni primitive e 10
lesioni secondarie, tutte a localizzazione epatica.

= nei pazienti con NET recidivante o metastatico la scintigrafia con *!In-
pentetreotide ha individuato 1 recidiva loco-regionale. In 3 casi I'in-
dagine scintigrafica ha evidenziato secondarismi epatici (localizza-
zione unica in un caso e plurima in due casi) ed in 1 caso metastasi
multiple in sede mediastinica.
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Il rilievo di una sensibilita diagnostica assoluta (100%)dev’essere valuta-
to in relazione al numero di casi relativamente esiguo ed ai seguenti fattori:

1) intensa espressione recettoriale anche in lesioni di piccole dimensioni ma
caratterizzate da una marcata captazione del radiofarmaco.

2) panoramicita dell’esame scintigrafico, che permette di individuare lesioni
situate in sedi anatomiche escluse dalle indagini radiologiche mirate (ad
esempio il caso di metastasi mediastiniche da carcinoide gastrico &, ov-
viamente, precluso allo studio Eco e TC dell’addome)

3) sostanziale predominanza nella casistica di lesioni intensamente espres-
sive i recettori per la somatostatina di tipo 2 e 5 quali il carcinoide ed il
gastrinoma.

Dev’essere sottolineato, d’altro canto, che anche due casi di insulinoma
(di cui 1 funzionante ed 1 non secernente) sono stati visualizzati dalla
scintigrafia recettoriale.

| risultati ottenuti mediante Ecografia e TC permettono di evidenziare
una miglior performance dell’ecografia rispetto a quella della TC nella iden-
tificazione delle lesioni epatiche mentre, viceversa, la TC ha consentito la di-
mostrazione di lesioni primarie in ambito ileale e duodenale non visualizza-
bili con I’ecografia. L’identificazione di lesioni linfonodali appare critica per
entrambe le metodiche in verosimile relazione al criterio dimensionale cui ri-
mane affidata la definizione di adenopatia sospetta.

Complessivamente apparirebbe necessario un approccio integrato trami-
te I'impiego delle due metodiche per ottimizzare le informazioni acquisibili
sulla neoplasia e sulla sua estensione in ambito addominale.

La scintigrafia recettoriale ha dimostrato, nella limitata casistica esami-
nata, una sensibilitad assoluta nella identificazione dei tumori primari e della
malattia recidivante e/o metastatica, identificando anche nei pazienti
Eco/TC-positivi un maggior numero di lesioni.

| risultati del nostro studio convergono, quindi, sul ruolo centrale della
scintigrafia recettoriale con *'In-pentetreotide nella diagnosi e nella valutazio-
ne clinica delle neoplasie neuroendocrine: il suo utilizzo in fase di definizione
diagnostica consente la valutazione “in vivo” della natura neuroendocrina di le-
sioni non definite ovvero il riscontro di espressione recettoriale da parte di
NETSs noti. In fase valutativa e pre-terapeutica I'indagine scintigrafica consente
I’'acquisizione, mediante una sola metodica, di dati relativi all’estensione di ma-
lattia, con una definizione che appare migliore rispetto alle tecniche di imaging
morfologico nel loro complesso. L’utilizzo delle tecniche morfologiche appare
pertanto di maggiore utilita nel planning terapeutico e nel supporto alla esecu-
zione di manovre diagnostiche invasive, oltre a costituire un indispensabile
substrato morfologico per la interpretazione dello studio scintigrafico nei casi
in cui la precisa localizzazione di un’area captante puo risultare difficoltosa (ad

es. area duodeno-pancreatica).
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Patologia dei tumori neuroendocrini:
metodiche (cenni)

Colorazioni istochimiche

Una delle prime tecniche utilizzate per I'identificazione di una deriva-
zione neuroendocrina é stata la reazione argentaffine di Masson: essa ¢ ba-
sata sulla capacita che hanno alcune cellule di legare ioni argento, che per
questo motivo vengono chiamate cellule argentaffini. Altre cellule, definite
argentofile, non sono in grado di ridurre spontaneamente gli ioni argentici
ad argento metallico, a meno che non si aggiunga alla miscela di colorazione
un agente riducente: questo principio é alla base della colorazione di Gri-
melius.

Le colorazioni di Masson e Grimelius, ancora oggi impiegate, sono utili
per identificare neoplasie ben granulate o moderatamente granulate. Pur-
troppo esse risultano poco utili per identificare tumori meno granulati (es.
carcinomi scarsamente differenziati) ed inoltre non forniscono informazioni
sul tipo di sostenza prodotta, fatta eccezione per la serotonina che viene
evidenziata dalla reazione argentaffine. Queste tecniche risultano quindi
utili in una prima fase diagnostica, ma devono essere affiancate da meto-
diche piu specifiche e sensibili (127, 128).

Immunoistochimica

L’immunoistochimica ha rappresentato, negli ultimi anni, la tecnica piu
importante per lo studio dei tumori neuroendocrini. | progressi tecnologici,
che hanno portato alla produzione ed al commercio di numerosi anticorpi
mono e policlonali, hanno dato un notevole impulso allo sviluppo delle tecni-
che immunistochimiche (Polak et al., 1986). L’uso del complesso avidina-bio-
tina-perossidasi (Hsu et al., 1981) e I'introduzione di particolari tecniche di
smascheramento antigenico, hanno enormemente aumentato la sensibilita e
la specificita di molte immunocolorazioni. L'impiego di metodiche di doppia
colorazione ha permesso di tipizzare le cellule neuroendocrine con accuratez-
za ulteriormente migliorata. Sono oggi disponibili numerosi anticorpi utili
per la diagnosi dei tumori neuroendocrini. In particolare essi sono diretti sia
contro marcatori endocrini generali (citosolici e granulari), che contro ormoni
specifici (129).

Marcatori endocrini generali
= L’enolasi neurono specifica (NSE), enzima inizialmente isolato nel cer-
vello bovino la cui presenza é stata successivamente dimostrata nelle
cellule neuroendocrine e nei tumori da esse derivati (Tapia et al.1981).
L’NSE € una proteina citosolica e la sua presenza non € correlata con
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la densita granulare. Per questo motivo essa € particolarmente utile
per la diagnosi delle neoplasie poco granulate, come per esempio i
carcinomi neuroendocrini scarsamente differenziati.

e La proteina PGP 9.5 (protein gene product 9.5) & un marcatore
citosolico inizialmente isolato dal cervello (Doran et al. 1983). Essa &
particolarmente utile per dimostrare la natura neuroendocrina di
neoplasie scarsamente differenziate come i carcinomi indifferenziati a
piccole cellule.

= Lasinaptofisina (proteina P38) & una glicoproteina inizialmente iso-
lata nelle vescicole pre-sinaptiche dei neuroni bovini (Jahn et al. 1985).
Succesivamente é stata dimostrata in numerose cellule del DNES tra
cui le cellule delle isole pancreatiche e della midollare del surrene
(Gould et al. 1986). L’espressione di sinaptofisina ¢ rilevabile anche
nelle cellule delle neoplasie neuroendocrine povere di granuli
secretori, per cui & di particolare aiuto, insieme all’espressione di NSE
e proteina PGP 9.5, nella diagnosi delle neoplasie scarsamente diffe-
renziate (Gould et al. 1987). Simile significato rivestono altre 2 mo-
lecole: la sinapsina e la sinaptobrevina (VAMP-1).

= Le cromogranine sono proteine anioniche inizialmente isolate nei gra-
nuli secretori, contenenti catecolamine, delle cellule della midollare
del surrene (O’Connor e Frigen 1984; Schmieder et al.1967). Esistono
almeno tre forme molecolari tra loro correlate chiamate cromogranina
A (CgA), cromogranina B (CgB) o secretogranina | e cromogranina C
(CgC) o secretogranina Il (Winkler e Fischer-Colbrie 1992) e queste
molecole sono presenti in quasi tutte le cellule del DNES e nei relativi
tumori ((Winkler e Fischer-Colbrie 1992; Rindi et al. 1986).

Le cromogranine sono, pertanto, marcatori particolarmente utili per la
diagnosi dei tumori ben granulati.

Sebbene le funzioni biologiche delle varie cromogranine non siano
ancora del tutto note, esse sembrano svolgere numerose funzioni. La
CgA é la molecola piu studiata e sembra coinvolta nei meccanismi di
accumulo delle catecolamine nei granuli secretori, sembra inibire il
clivaggio proteolitico di proormoni da parte della tripsina e sembra
regolare i meccanismi che portano alla formazione dei granuli secre-
tori. La CgA ¢ anche il precursore della pancreastatina, inibitore della
secrezione di insulina, della b-granina e della cromostatina (lacangelo
et al. 1988; Hutton et al. 1987; Galindo et al. 1991), mente il GAWK e la
CCB sembrano derivare dal clivaggio della CgB (Winkler e Fischer-
Colbrie 1992; Iguchi et al. 1990).

Marcatori ormonali
Esistono oggi in commercio numerosi anticorpi specifici mono e poli-
clonali diretti contro i vari ormoni. Il loro impiego permette la corretta
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tipizzazione delle neoplasie e quindi risulta indispensabile nella
diagnostica anatomo-patologica.

Marcatori di prognosi

I carcinomi neuroendocrini scarsamente differenziati, sono neoplasie
aggressive con prognosi infausta a breve termine. Le neoplasie ben differen-
Ziate sono invece tumori con una prognosi variabile e non prevedibile sulla
base del semplice esame istopatologico.

Il carattere di malignita delle neoplasie endocrine ben differenziate, con
I’eccezione del carcinoma midollare della tiroide, é inoltre basato sul ri-
scontro di aggressivita locale e di metastasi linfonodali o ematogene. Poiché
la presenza di metastasi non € sempre clinicamente o radiologicamente rile-
vabile al momento della diagnosi, alcuni tumori possono essere erronea-
mente classificati come benigni, anche se in realtd la loro storia naturale ne
dimostrera I’evoluzione maligna.

Negli ultimi anni sono stati studiati molti marcatori immunoistochimici,
istochimici e morfologici per tentare di individuare quelle neoplasie che,
prive di segni sicuri di malignita al momento della diagnosi, fossero invece
da considerare, se pur a basso grado, maligne.

Dei molti marcatori studiati sembra che I’espressione immunoisto-
chimica di Ki67, identificata spesso con il clone anticorpale MIB1, sia un utile
marcatore di malignita e risulti, inoltre, correlato alla prognosi dei pazienti
(La Rosa et al., 1996; Rindi et al. 1999).

La presenza di invasione vascolare é inoltre risultata essere un buon
marcatore di malignita nelle neoplasie endocrine pancreatiche e gastriche
(LaRosa et al., 1996; Rindi et al., 1999). E’ importante sottolineare che il ruolo
dell’immunoistochimica risulta fondamentale per una corretta identifica-
zione dell’invasione vascolare, che deve essere valutata su sezioni immuno-
colorate con anticorpi diretti contro antigeni endoteliali (fattore VIII, CD31,
CD34): in questo modo non vengono confusi artefatti tecnici, dovuti
all’allestimento delle sezioni istologiche, con la reale invasione vascolare.

La sensibilita e la specificita delle valutazioni dell’invasione vascolare
aumenta sensibilmente con I'impiego delle tecniche immunoistochimiche
(Capella et al., 1997) (130).

Ibridazione in situ

Il termine di “ibridazione in situ” si riferisce alla localizzazione di se-
quenze nucleotidiche nel tessuto. In particolare, vengono utilizzati “probes”
a filamento singolo o doppio di DNA o RNA oppure oligodeossiribonu-
cleotidi sintetici che sono complementari al’mRNA intracellulare. | probes
possono essere marcati con molecole radioattive o con molecole non radio-
attive quali la fosfatasi alcalina, la biotina o la digossigenina (Polak e Maran-
gos, 1990). Il vantaggio di queste metodiche risiede nel fatto che é possibile
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identificare le cellule tumorali endocrine anche quando contengono un pro-
dotto ormonale cosi scarso da non poter essere evidenziato con le metodiche
immunoistochimiche. In questi ultimi anni la tecnica é stata ampiamente
utilizzata ed ha avuto una sempre maggiore espansione grazie alla commer-
cializzazione di probes specifici in grado di identificare sia ’'mRNA che co-
difica per marcatori endocrini generali che specifici (131, 132, 133).

Figura 7. Scintigrafia whole body e SPECT toracica con In-pentetreotide:
carcinoide bronchiale.
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Studio delle neoplasie di origine non-
neuroendocrina

Le cellule del sistema neuroendocrino diffuso sono rappresentate in
molti tessuti normali ed in molti tessuti neoplastici di derivazione non-
neuroendocrina. In campo oncologico € noto, ad esempio, che le neoplasie
polmonari non-neuroendocrine (NSCLC) possono presentare una diversa
quantita di cellule neuroendocrine nel loro contesto e che tale quantita, di-
rettamente proporzionale alla sopravvivenza ed alla risposta alla chemiote-
rapia, puo essere determinata in clinica mediante dosaggio dell’enolasi neu-
rone-specifica (NSE).

Lo studio delle componenti neuroendocrine in neoplasie non-neuroen-
docrine rappresenta un settore di ricerca particolarmente attivo: la maggior
parte della letteratura riguarda, allo stato, I'adenocarcinoma prostatico.

Infatti, cellule neuroendocrine sono diffusamente distribuite nella re-
gione ureteroprostatica (prostata, uretra peniena, dotti prostatici). In partico-
lare, le cellule neuroendocrine intra-prostatiche svolgono attivita regolatrice
ed esprimono amine bioattive come la serotonina e uno o pit ormoni pepti-
dici e/0 neuropeptidi (calcitonina, somatostatina, neurotensina, bombesina,
PTH-related peptide. Inoltre, contengono ed esprimono enolasi neurone-
specifica (NSE) e cromogranina-A (134).

Le cellule neuroendocrine prostatiche non esprimono il recettore per gli
androgeni e, pertanto, non sono soggette alla regolazione androgeno-
mediata come le cellule epiteliali. Come risultato della differente regolazione
delle due popolazioni cellulari le neoplasie prostatiche a differenziazione
neuroendocrina sono di solito associate ad una aumentata espressione di
NSE e Cg-A e dimostrano una elevata resistenza alla terapia ormonale
androgeno-ablativa.

Pertanto, neoplasie prostatiche con evidente differenziazione neuro-
endocrina dimostrano maggiore aggressivita biologica e sono usualmente
associate ad una prognosi peggiore (135).

Inoltre & stato ipotizzato un ruolo diretto delle cellule neuroendocrine
sulla proliferazione tumorale, mediata dalla secrezione di neuropeptidi ad
attivita paracrina (136)

La differenziazione neuroendocrina del carcinoma prostatico rappresen-
ta quindi un fattore prognostico negativo, correlato alla ormono-resistenza.
Numerosi studi dimostrano la possibilita di valutare tale differenziazione
non solo a livello tissutale ma anche mediante I'impiego di marcatori neuro-
endocrini circolanti (137, 138).
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In particolare la Cg-A appare maggiormente accurata dell’NSE: que-
st’ultima infatti appare, a livello tissutale, espressa nella totalita delle neo-
plasie mentre molto spesso i livelli sierici risultano nella norma o addirittura
indosabili. Questo fenomeno é legato alla differente compartimentalizza-
zione dei marcatori ed al diverso meccanismo sotteso al loro rilascio in cir-
colo, come evidenziato nel capitolo relativo alle neoplasie del sistema neu-
roendocrino (139).

Allo stato attuale I'impiego dei marcatori neuroendocrini in questo
ambito non é codificato: tuttavia sulla base delle considerazioni esposte é
ipotizzabile un impiego clinico di estrema importanza dei marcatori neu-
roendocrini nella stratificazione prognostica e nel monitoraggio dei pazienti
affetti da carcinoma prostatico.
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