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INTRODUCCION

La proteina mTOR recibe este nombre por ser la diana de los mamiferos para la
rapamicina. La rapamicina es un antibidtico macrdélido que se ha utilizado como
antifiingico y como inmunosupresor en la prevencién del rechazo de trasplantes. A su
vez, la rapamicina recibe este nombre porque fue aislada de muestras de suelo pro-
cedentes de la isla de Rapa Nui, en el Pacifico Sur. Se trata de un antibiético macré-
lido producido por el Streptomyces hygroscopicus, que inhibe la respuesta inmune en
los mamiferos a través de una depresion de la proliferacion de los linfocitos (1).

La rapamicina se liga a una proteina citosélica llamada FKBP12 y el complejo
rapamicina-FKBP12 inhibe la actividad de una quinasa involucrada en la prolifera-
cioén linfocitica. Esta quinasa se conoce hoy como mTOR (2,3). La mTOR es una
enzima de 290 kD que controla distintas sefiales intracelulares implicadas en el cre-
cimiento y la proliferacién celulares. Se trata de una quinasa de serina y treonina
implicada en la utilizacién de nutrientes y en el mantenimiento de la viabilidad de las
células normales. La actividad de la mTOR es indispensable para las células norma-
les, de modo que la pérdida de su actividad durante la vida embrionaria produce la
muerte intrauterina (4). En las células tumorales la proteina mTOR se encuentra
alterada en raras ocasiones, lo que sugiere que la pérdida de la funcién de esta enzima
supone una desventaja para la proliferacién tumoral.

BIOLOGIA DE LA PROTEINA mTOR EN CELULAS NORMALES

La proteina mTOR funciona como un interruptor bioldgico en las células norma-
les (figura 1). Por un lado, trabaja como un sensor, es decir, es capaz de detectar
materiales bdsicos necesarios para el crecimiento celular (glucosa, aminodcidos),
sefiales reguladoras del crecimiento procedentes de otras células (hormonas, factores
de crecimiento) y agentes estresantes que pueden causar muerte celular (hipoxia,
oxidantes, dafio en el material genético, cambios osméticos, cambios en el pH). Por
otro lado, mTOR responde a esas sefales con un mecanismo conexién-desconexion
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de los procesos celulares que regulan el crecimiento, motilidad, divisién y la apop-
tosis. De este modo, en condiciones de estrés nutricional severo, las células pueden
utilizar para su consumo organelas internas y de esta manera obtener energia y reuti-
lizar algunos de sus componentes, proceso conocido como autofagia. Este proceso
mediado por mTOR promueve la supervivencia celular y preserva funciones esencia-
les para la vida celular (5).
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Figura 1. Biologia de la proteina mTOR en células normales. La quinasa mTOR actiia como
un interruptor biologico que responde a sefiales reguladoras y responde con un mecanismo
de conexion-desconexion de diversos procesos celulares.

REGULACION DE mTOR

La regulacién de la proteina mTOR es compleja y en ella participan proteinas
diversas. El conocimiento de los mecanismos reguladores tiene gran interés desde el
punto de vista del empleo terapéutico de los inhibidores del mTOR en las neoplasias
malignas. Una de las principales proteinas que participan en la regulacién de mTOR
es el complejo de la esclerosis tuberosa hamartina/tuberina, también conocido como
TSCI1/TSC2. Este complejo ejerce una accioén inhibidora de la actividad del mTOR.

Los factores de crecimiento y los aminodcidos regulan la via de mTOR a través
de sus efectos sobre el complejo TSC. En concreto, los factores de crecimiento favo-
recen la accién de la quinasa estimulante del crecimiento AKT. Esta enzima provoca
la disociacién del heterodimero TSC1/TSC2. Esta disociacion activa la proteina Rheb,
una GTPasa y permite al Rheb ejercer una regulacién al alza de la actividad de mTOR
en respuesta al estimulo (6). Por otro lado cuando existe un nivel bajo de energia en
la célula, caracterizado por un cociente ATP/AMP incrementado, se activa la quinasa
AMPK. La AMPK activada fosforila y activa la TSC2. De esta manera la TSC2 es

32



capaz de inactivar la proteina Rheb y provocar una inhibicién de la actividad de
mTOR. Es decir, por un lado los aminodcidos y los factores de crecimiento inactivan
la TSC2, lo que conduce a un aumento de la actividad de mTOR, mientras que los
niveles energéticos bajos activan la TSC2, lo que resulta en un decremento de la
actividad de mTOR (7) (figura 2).
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Figura 2. Regulacion de mTOR en células normales. Los factores de crecimiento, aminodcidos,
cambios energéticos regulan la actividad de mTOR a través de sus efectos sobre el complejo
TSC1/TSC2, la proteina Rheb y la proteina raptor.

Otros reguladores de mTOR son la proteina raptor (proteina reguladora asociada
a mTOR) y la proteina GBL, las cuales forman un complejo con mTOR denominado
complejo sensible a rapamicina. La proteina raptor actia mediante una unién estrecha
a mTOR impidiendo que esta ultima ejerza sus acciones sobre sus substratos. La
inhibicién que raptor ejerce sobre mTOR se produce en situaciones de deficiencia de
aminodcidos, sin embargo, cuando existe exceso de aminodcidos, raptor se comporta
como estimulante de mTOR. Por su parte GBL también es un estimulante de mTOR,
pero su accién parece dependiente de raptor (6, 7).
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PAPEL DE LA PROTEINA mTOR EN LAS CELULAS CANCEROSAS

En las células tumorales existen diversas moléculas alteradas que producen una
activacion del crecimiento y proliferacion celulares mediada a través de la proteina
mTOR (figura 3). La identificacién de estos defectos moleculares puede proporcionar
marcadores que determinen si un determinado tipo de cdncer es o no sensible a la
inhibicion del mTOR.
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Figura 3. Regulacion de mTOR en células tumorales. La activacion de mTOR en células
tumorales se puede producir por diversas moléculas alteradas, tales como factores de
crecimiento, seriales intracelulares, oncogenes y quinasas.

Factores de crecimiento

En diversos tipos de cdncer se encuentra tanto una sobreproduccién de factores de
crecimiento, como una sobreexpresion de receptores para factores de crecimiento. En
otras ocasiones se producen mutaciones activadoras de los receptores de factores de
crecimiento con independencia de los ligandos. La iniciacién de sefiales a través de
los receptores EGFR o HER2 desempefia un papel clave en algunos pacientes con
tumores de pulmén, mama, ovario o colon (8, 9). La activacién de receptores intra-
celulares, como los receptores estrogénicos, operan en otros tipos de cancer en los
que también participa mTOR (10).

Sefiales intracelulares
La activacion de los receptores de membrana por los factores de crecimiento
inicia una cadena de reacciones quimicas de fosforilizacién catalizadas por diversas

quinasas intracelulares. La ventaja de esta serie de reacciones mediadas por quinasas
es una localizacién precisa de cada componente dentro de la célula, de manera que
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cada una de las enzimas implicadas se convierte en un punto de control de la cascada
que puede responder a estimulos positivos o negativos originados tanto en el propio
interior celular (nutrientes, estado energético), como en el exterior de la célula (hor-
monas, factores de crecimiento, adhesion celular). Las células tumorales se caracte-
rizan porque se escapan de estos mecanismos de control generalmente por cambios
genéticos que permiten la génesis de sefales aberrantes a partir de los receptores de
factores de crecimiento.

Se pueden producir también tanto la activacién constitutiva (no mediada por
ligando) de moléculas de sefializacién interna, como la pérdida de funciéon de molé-
culas que regulan negativamente la actividad de la cascada. El primer fenémeno
ocurriria en la activacién de oncogenes y el segundo en la inhibicién de genes de
supresion tumoral.

RAS y c-Abl

Diversos oncogenes y familias de quinasa participan en los diferentes tipos de
cancer. En concreto, las vias principales por las que se estimula el crecimiento en las
células epiteliales son la via RAS-RAF-MEK vy la via de la quinasa de PI-3-AKT.
Estas dos vias estdn interrelacionadas, ya que la quinasa de PI-3 puede activarse por
RAS, con independencia de la estimulacion de receptores. Las mutaciones oncogéni-
cas del RAS se han demostrado en carcinomas de colon, pancreas, tiroides y pulmon,
y en la leucemia mieloide (11).

Las quinasas c-Abl y Ber-Abl estimulan la proliferacién celular a través de la
activacion tanto de la via RAS-RAF-MEK como de la via de la quinasa de PI-3. La
Ber-Abl estd implicada en la génesis de la leucemia mieloide crénica y su inhibicién
es efectiva en la terapia de esta enfermedad (12).

Quinasa de PI-3

La quinasa de PI-3 puede activarse por varios mecanismos tales como sefales
procedentes de receptores de factores de crecimiento, citoquinas y hormonas, activa-
cién del RAS y mutaciones en los genes de los dominios regulador y catalitico de la
propia quinasa de PI-3. A su vez, la activaciéon de la quinasa de PI-3 se asocia a
progresion tumoral y aumento de la capacidad metastatica.

Se han descrito mutaciones activantes del gen que codifica la subunidad catalitica
de la quinasa de PI-3, PIK3CA, en canceres de colon, mama, ovario, pulmén, esté-
mago (13). En cédnceres de ovario y colon se han descrito también mutaciones acti-
vantes del gen de la subunidad reguladora, PIK3RI (14).

AKT (PKB)
La AKT es una quinasa critica en la via de activaciéon del mTOR. Ademds su

activacion es antiapoptotica y favorece la supervivencia celular. En diversos cdnceres
se han encontrado formas activadas constitutivamente de AKT (15). La presencia de
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AKT activado se correlaciona bien con la sensibilidad a los inhibidores de mTOR; sin
embargo, un nivel elevado de Bcl-2, que puede resultar de una activaciéon de AKT,
se asocia a resistencia a los mencionados agentes (16, 17).

PTEN

La actividad de las quinasas es contrarrestada por la accién de las fosfatasas. En
concreto, la actividad de la quinasa de PI-3 se contrarresta por la actividad de la
PTEN que retira los grupos fosfato afiadidos por la quinasa de PI-3 a su sustrato. En
varias lineas tumorales se han descrito tanto pérdidas de actividad de PTEN como
mutaciones de esta enzima (10). En algunos tumores la pérdida de actividad de PTEN
se correlaciona con la sensibilidad a derivados de rapamicina.

mTOR Y PROLIFERACION CELULAR

mTOR regula mas de cien genes implicados en el metabolismo celular y, de esta
forma, participa en la regulacién del ciclo celular y de los procesos asociados a
la proliferacién celular. Dos de las proteinas reguladas por mTOR, la S6 quinasa-1
(S6K1) y la 4E-BP1 estdn implicadas en el proceso de traduccién del RNA mensajero
(mRNA) que tiene lugar en los ribosomas (18).

S6K1

Aunque no se conoce bien el mecanismo por el que mTOR estimula la S6K1
existen datos que demuestran que, una vez activada, la S6K1 fosforila la proteina
ribosémia S6 y estimula la traduccién de los mRNAs oligopirimidinicos 5’-terminal
(TOP) (figura 4). Estos mRNAs TOP codifican componentes criticos de la maquinaria
de traduccion de proteinas, tales como las proteinas que forman los ribosomas, los
factores de elongacién eEF1A y eEF2, y la proteina ligante de poly-A. La inhibicién
de mTOR provoca una rdpida desfosforilizacién e inactivacién de la S6K1 por la
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Figura 4. mTOR y proliferacion celular. mTOR regula diversas proteinas, entre ellas la S6K1
v la 4E-BP1, implicadas en el proceso de traduccion de mRNA.
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fosfatasa PP2A, por lo tanto, el nivel de S6K1 activado en células mononucleares de
sangre periférica puede ser un marcador de la eficacia de los derivados de la rapami-
cina en el bloqueo de la actividad de mTOR en los tumores, y puede ser ttil para
determinar la dosis bioldgicamente eficaz (19).

elF-4E

La asociacién de 4E-BP1 con elF-4E también es regulada por mTOR (figura 4).
Cuando elF-4E es liberado de su proteina de unién se liga a factores de iniciacién
para formar el complejo activo elF-4F, en el que el elF-4E reconoce el extremo 5’
del mRNA. De esta forma mTOR controla también el ciclo celular, el crecimiento y
la susceptibilidad a la apoptosis. En efecto, la inhibicién de mTOR detiene rdpida-
mente la traduccién del mRNA incrementando la unién de eIF-4E a su proteina
ligadora 4E-BP1, lo que puede conducir a apoptosis en casos de estrés severo (18).

mTOR Y CICLO CELULAR

mTOR ejerce su influencia sobre el ciclo celular a través de la traduccién del
mRNA de las ciclinas que, a su vez, regulan la actividad de las quinasas dependientes
de ciclinas. Las ciclinas D y E regulan el paso a través de la fase G1 del ciclo celular.
La sobreexpresion de la ciclina D1 participa en el desarrollo de algunos canceres. La
inhibicién de la traducciéon del mRNA de la ciclina D1 por los inhibidores de mTOR
podria suprimir el crecimiento de las células tumorales (20).

En células de cdncer de mama que expresan receptores estrogénicos los estroge-
nos estimulan la progresién del ciclo celular a través de la activacién de la quinasa
de PI-3 y la via del MEK. Sin embargo puede ocurrir una activacion del receptor
estrogénico alfa en ausencia de estrégenos y mediada a través de quinasa de PI-3 y
AKT, con lo que las células tumorales serian resistentes a tamoxifeno. En estos casos
el tratamiento con inhibidores de mTOR restaura la sensibilidad a la apoptosis indu-
cida por tamoxifeno (21).

mTOR Y ANGIOGENESIS

La hiperexpresién del factor inducible por hipoxia la (HIF-1o) se asocia a una
mayor agresividad de los tumores, ya que este factor regula la transcripcién del gen
del factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A), un poderoso estimulador
de la angiogénesis en el cancer. En células bien oxigenadas el HIF-1a se produce y
degrada de forma continua. En presencia de una cantidad adecuada de oxigeno la
proteina de von Hippel-Lindau (VHL) se une al HIF-1o. y promueve su degradacion.
La pérdida de la proteina VHL estd relacionada con la génesis del cdncer renal.

En células hip6xicas el HIF-1a se trasloca al nicleo y se combina con el HIF-1j,
lo que inicia la transcripcién de unos 30 genes relacionados con la hipoxia. Entre
estos genes se encuentran los que codifican al VEGF-A, factor de crecimiento deri-
vado de las plaquetas 3 (PDGF ), factor de crecimiento transformador B (TGF (),
factor de crecimiento insulinoide tipo 2 (IGF 2), factor de crecimiento epidérmico
(EGF), eritropoyetina, endotelina 1, sintetasa de 6xido nitrico inducible, inhibidor de
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quinasas dependiente de ciclinas p21, proteasas asociadas con invasién tisular y va-
rias enzimas implicadas en la glucolisis anaerobia y en el transporte de glucosa (22).
Por lo tanto el HIF-1a colabora a incrementar el aporte sanguineo al tumor a través
de una estimulacién de la angiogénesis, asegura los requerimiento energéticos me-
diante un aumento del transporte de glucosa y de la glucolisis anaerobia, mecanismo
primario de generaciéon de ATP en los tumores en expansion (23). La inhibicién de
la actividad de mTOR disminuye la expresion de los genes inducibles por hipoxia y
reduce la respuesta celular al VEGF-A y otros estimulos proangiogénicos (6).

mTOR Y APOPTOSIS

La apoptosis es un mecanismo de eliminacion de células con dafio en el DNA. El
factor de trasncripcion p53 se activa en respuesta al dafio genético y estimula la
expresion de proteinas proapoptodticas que evitan que el dafio celular se transmita a
la descendencia celular (24). En las células tumorales son frecuentes las mutaciones
en el gen p53 (25), con lo que se pierde el papel protector de esta proteina y se evita
la apoptosis. Otro mecanismo de las células cancerosas para evitar la apoptosis es la
activacion constitutiva de AKT que es seguida de una inhibicién de la funcién de
varias proteinas proapoptoticas y una regulacién al alza la expresiéon de proteinas
antiapoptéticas, tales como la Bcl-2 (26).

La inhibicién de mTOR puede afectar la apoptosis y tener consecuencias terapéu-
ticas en células que han perdido la actividad de p53, mientras que en células con
actividad normal de p53, la inhibicién de mTOR puede incrementar la actividad de
los quimioterdpicos que causan dafio al DNA, como el cisplatino (18). En células
desprovistas de factores de crecimiento la inhibicion de mTOR da lugar a una regu-
lacién al alza de dos quinasas, la quinasa reguladora de sefial de apoptosis (ASKI)
y la quinasa N-terminal de c-Jun (JNK). La JNK activa a c-Jun, que es inductora de
apoptosis. En células con actividad normal de p53 puede bloquearse esta actividad
por la unién de la proteina reguladora p21 a la ASKI e inactivacién de esta dltima.

TUMORES NEUROENDOCRINOS GASTROENTEROPANCREATICOS

Concepto y clasificacion

Los tumores neuroendocrinos (TNE) son un grupo heterogéneo de neoplasias que
se caracterizan por la presencia de granulos de secrecién y la capacidad para producir
aminas biégenas y hormonas peptidicas (27, 28). Las células tumorales suelen presen-
tar antigenos neurales como la enolasa neuronal especifica, cromograninas y sinapto-
fisina, asi como expresion de receptores de membrana para péptidos pequefios. Estos
tumores tienen su origen en gldndulas endocrinas (hipdfisis, médula suprarrenal,
paratiroides), islotes celulares en glandulas endocrinas (tiroides, pancreas) y en cé-
lulas endocrinas dispersas entre células endocrinas, principalmente en los sistemas
digestivo y respiratorio. Desde un punto de vista biolégico los tumores pueden ser
funcionantes o no funcionantes, de crecimiento rdpido o insidioso, aislados o asocia-
dos a otras neoplasias, bien diferenciados o pobremente diferenciados. Desde un
punto de vista clinico pueden ser silentes o muy sintomdticos, de comportamiento
benigno o maligno y pueden presentarse de forma esporadica o familiar.
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La incidencia de estos tumores oscila entre 0,7 y 3 casos por 100.000 habitan-
tes (29, 30), si bien su frecuencia es mucho mayor en estudios de autopsia (31). La
reciente clasificacién de la OMS recoge criterios histomorfométricos y de comporta-
miento biolégico de los TNE gastroenteropancredticos y considera los siguientes
grupos (32): tumor endocrino bien diferenciado (comportamiento benigno o potencial
maligno incierto), carcinoma endocrino bien diferenciado (bajo grado de malignidad),
carcinoma endocrino pobremente diferenciado (alto grado de malignidad) y carcino-
ma mixto exocrino-endocrino. Los TNE, a su vez, pueden clasificarse segilin su origen
embrioldgico en tumores procedentes del intestino anterior, medio y posterior (31,
33). Finalmente, desde el punto de vista clinico conviene distinguir entre los TNE
pancredticos y los TNE originados en el tracto digestivo, arbol respiratorio, comun-
mente denominados carcinoides. En la tabla 1 se recoge una clasificacién de los TNE
mds frecuentes.

TaBLa 1. Clasificacion de los tumores neuroendocrinos gastroenteropancredticos

Tumores endocrinos pancredticos
Insulinoma
Gastrinoma
Glucagonoma
VIPoma
Somatostatinoma
No funcionantes
Otros (tumores secretores de ACTH, GFR, neurotensina, PTH, calcitonina, entero-
glucagén, CCK, GIP, LH, GRP, ghrelina)
TNE (carcinoides) de intestino anterior
Carcinoide bronquial
Carcinoide timico
Carcinoide gastrico
Carcinoide duodenal
Carcinoide pancredtico
TNE (carcinoides) de intestino medio
Carcinoide intestinal (yeyuno, ileon)
Carcinoide apendicular
Carcinoide de colon derecho
TNE (carcinoides) de intestino posterior
Carcinoide de colon izquierdo
Carcinoide de sigma
Carcinoide rectal

Abreviaturas: TNE, tumor neuroendocrino; ACTH, corticotropina, GRF, factor liberador de
hormona del crecimiento; PTH, hormona paratiroidea; CCK, colecistoquinina; GIP, péptido
inhibidor géstrico; LH, hormona luteinizante; GRP, péptido liberador de gastrina.

Tratamientos disponibles en pacientes con TNE

El objetivo del tratamiento de los TNE debe ser curativo siempre que sea posi-
ble y paliativo en el resto de los casos. La cirugia es la principal arma terapéutica
en los casos de tumores localizados y es el tinico procedimiento curativo. En muchos
casos la cirugia no consigue el control completo de la enfermedad por extension
metastdsica o por recidivas locales o a distancia. En estos casos se ha empleado tra-
tamiento médico con andlogos de somatostatina e interferén alfa. En casos avanzados
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se utilizan agentes quimioterdpicos tales como distintas combinaciones de cisplatino,
etoposido, estreptozotocina, dacarbazina, 5-fluorouracilo y adriamicina. Mds recien-
temente se han empleado también is6topos radiactivos vehiculizados a través de di-
ferentes trazadores, tales como la metayodobenzilguanidina o los andlogos de soma-
tostatina. Este tratamiento supone una forma de radioterapia interna dirigida de forma
directa a las células tumorales. Otros procedimientos que se han empleado incluyen
el trasplante hepdtico, la embolizacién de la arteria hepdtica, la quimioembolizacidn,
la ablacién con radiofrecuencia y la radioterapia externa. En tumores pobremente
diferenciados, con enfermedad avanzada, es dificil conseguir la remisién de la enfer-
medad incluso combinando varias de las terapias mencionadas. De hecho en el mo-
mento actual la supervivencia a los cinco afios en pacientes con TNE avanzados es
de alrededor de un 50 por 100, lo que supone una alta tasa de mortalidad que traduce
las limitaciones de los tratamientos existentes (34).

En respuesta a esta necesidad de una terapéutica efectiva en este tipo de pacientes,
se ha incrementado, durante los dltimos afios, el interés por el desarrollo de nuevos
compuestos que actien sobre diferentes dianas moleculares de los TNE (tabla 2) y se
han comenzado a utilizar en el 4mbito de la investigacion inhibidores de las quinasas,
anticuerpos monoclonales, inhibidores de mTOR y otros farmacos (35). La mayoria
de los compuestos que se mencionan en la tabla 2 se encuentran en fases precoces de
la investigacién clinica y algunos otros, como los inhibidores de mTOR, han alcan-
zado la fase III de desarrollo. En el momento actual, por tanto, los inhibidores de
mTOR constituyen una nueva opcién terapéutica en el manejo de unos tumores para
los que hasta ahora no existe un tratamiento definitivo.

TaBLA 2. Tratamientos dirigidos a dianas moleculares en tumores neuroendocrinos

Anticuerpos monoclonales dirigidos a VEGF
Bevacizumab

Inhibidores de mTOR
Everolimus (RADOOI)
Temsirolimus

Inhibidores de la quinasa de tirosina VEGF
Sunitinib
Vatalanib
Sorafenib

Inhibidores de PDGFR
Imatinib

Inhibidores de EGFR
Gefitnib

Otros
Bortezomib

Abreviaturas: VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular; PDGFR, receptor del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas; EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico.

Inhibidores de mTOR
La actividad de mTOR desempefia un papel destacable en el desarrollo y progre-

sién de muchos tumores malignos. Por esta razén su inhibicién farmacolégica cons-
tituye una importante drea de desarrollo de la terapia antitumoral y su aplicacién en
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los pacientes con TNE puede resultar esperanzadora y suponer un avance terapéutico
en un campo en el que las terapias existentes tienen grandes limitaciones. Aspectos
importantes en la investigacidn en este campo son averiguar, por un lado, el grado de
participacién de la cascada de mTOR y sefales intracelulares relacionadas, en los
diferentes TNE vy, por otro, desarrollar marcadores que identifiquen a los pacientes
con probabilidad de beneficiarse de la inhibicién de mTOR. Otro aspecto destacable
es determinar qué tipo de TNE puede beneficiarse de una monoterapia con inhibido-
res de mTOR y cudles son susceptibles de tratamiento con mTOR combinado con
otros agentes, tales como agentes lesivos para el DNA, hormonas, inhibidores de
oncogenes o inhibidores de los factores de crecimiento.

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS TUMORES NEUROENDOCRINOS Y
SU RELACION CON LA VIA mTOR

Cambios moleculares en relacion con la via mTOR

Existen distintos datos procedentes de investigaciones bdsicas recientes que de-
muestran que la inhibicién de la via mTOR puede resultar de utilidad terapéutica en
pacientes con TNE. En primer lugar, las vias de sefializacion procedente de factores
de crecimiento podria estar implicada en la progresion de algunos de estos tumores.
En efecto, con frecuencia se ha descrito un aumento de sefiales procedentes tanto del
factor de crecimiento epidérmico (EGF) como del factor de crecimiento insulinoide
tipo 1 (IGF 1) en TNE (36-38). También se piensa que la secrecién de insulina esta
implicada en la activacién autocrina de la proteina mTOR en tumores insulares pan-
credticos (39). Otros estudios han mostrado que los carcinomas de células insulares
pancredticas se asocian con una pérdida de TSC2 en el cromosoma 6 (40-42). La
inactivacién de la proteina TSC2 conduciria a una activaciéon de la via mTOR por
pérdida de la inhibicién que el complejo de la esclerosis tuberosa ejerce sobre esta
via. Por otro lado, algunos autores han demostrado una pérdida de funcién del gen
NFI1. Este gen codifica una proteina denominada neurofibromina que parece compor-
tarse como un regulador negativo de la via de transduccién de sefales del Ras. Las
mutaciones de este gen producen la neurofibromatosis tipo 1 o enfermedad de von
Recklinghausen y se han asociado también a leucemia mielomonocitica juvenil. El
supresor tumoral NF1 regula tanto TSC2 como mTOR (43).

También son llamativos los datos existentes sobre la relacién entre la pérdida
de la proteina VHL y la génesis de TNE. Aproximadamente el 70 por 100 de los
pacientes con enfermedad de von Hippel-Lindau, que heredan una deleccién germi-
nal del gen VHL, presentan compromiso pancreatico. De ellos, un 12 a 17 por 100
desarrollan TNE pancreaticos (44, 45). También es conocido que tanto en tumores
insulares pancredticos como en carcinoides se observan pérdidas esporddicas de los
loci VHL (46). Otros investigadores han descrito recientemente en tumores insulares
pancredticos la pérdida del sitio 10q, donde se encuentra el gen PTEN.

La activacién de mTOR incrementa la secrecion de factores de crecimiento angio-
génicos, aumenta el aporte de nutrientes a través de la formaciéon de vasos sangui-
neos, incrementa la captacién de estos nutrientes y favorece la disponibilidad de los
nutrientes para proporcionar energia y elementos necesarios para el crecimiento y
proliferacién de las células tumorales. Datos recientes han mostrado que los TNE son
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tumores altamente vasculares (47) y que la expresiéon de VEGF se observa hasta en
un 80 por 100 de los TNE gastrointestinales y pancredticos (47, 48).

Un estudio inmunohistoquimico reciente ha mostrado que la mayoria de los insu-
linomas y los TNE productores de serotonina expresan mTOR y otras quinasas como
CREB y PKB. Ademas, el tratamiento con everolimus (RADOOL), un inhibidor de
mTOR, indujo una disminucién de la fosforilacién de mTOR, asi como la detencién
del crecimiento en insulinomas y en células productoras de serotonina de TNE. En el
andlisis del ciclo celular, la inhibicién del crecimiento correspondié a un descenso de
fase S y un aumento de fase GO/G1 (49).

Mecanismos de accion antitumoral de los inhibidores de mTOR

La proteina mTOR es un mediador intracelular que funciona regulando vias ce-
lulares que son afectadas por otras dianas terapéuticas. Por lo tanto, su inhibicién
puede ofrecer una estrategia tinica y complementaria de otros tratamiento empleados
en pacientes con TNE. En la tabla 3 se resumen los mecanismos a través de los cuales
la via mTOR participa en la patogénesis de los TNE. La inhibicién de mTOR dis-
minuye la proliferacién inducida por IGF-1 en células de tumores carcinoides. En
modelos murinos de angiogénesis, la inhibicién de mTOR en combinacién con un
inhibidor de quinasa de tirosina y del receptor de VEGF actué sinergisticamente en
la disminucién de la angiogénesis (50). En un modelo de cancer de prostata in vitro
la inhibicién de mTOR en combinacién con un inhibidor de IGF demostré una supre-
sién mantenida de la via del mTOR y del crecimiento celular. Los inhibidores de
mTOR evitan la sintesis de proteinas que provocan progresiéon tumoral a través de un
estimulo del crecimiento y proliferacién celulares y la angiogénesis (46). El trata-
miento de los TNE con inhibidores de mTOR produce una inhibicién del crecimiento
celular dependiente de la dosis (34). En resumen, el mecanismo de la accién antitu-
moral de los inhibidores de mTOR en TNE se basa en tres elementos fundamentales:
reduccién de la respuesta tumoral a los nutrientes y a los factores de crecimiento,
detencion del ciclo celular y accién antiangiogénica a través de la via del VEGF.

TaBrLa 3.  Participacion de la via mTOR en la patogénesis de los tumores neuroendocrinos

Crecimiento y proliferacién celulares en muchos tipos de TNE

Aporte de nutrientes a células tumorales

Regulacién de la captacién de nutrientes, metabolismo celular y angiogénesis
Activaciéon de mTOR por mutaciones asociadas a TNE

Defectos en la sefializacion de factores de crecimiento y en las vias PI3K-AKT en TNE

EXPERIENCIA CLINICA CON INHIBIDORES DE mTOR EN TUMORES
NEUROENDOCRINOS

Hasta el momento actual se han evaluado en clinica dos inhibidores de mTOR
en pacientes con TNE: temsirolimus (CCI-779) y everolimus. La eficacia y seguri-
dad del temsirolimus (CCI-779) se analizé en un estudio de fase II llevado a cabo
en 37 pacientes con TNE avanzados y progresivos. La dosis empleada fue 25 mg
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semanales por via intravenosa. La tasa de respuesta obtenida fue modesta, de un 5,6
por 100, el tiempo medio hasta la progresién fue de seis meses y la supervivencia
global a un afio fue de un 71,5 por 100. Los efectos adversos mds frecuentes relacio-
nados con el uso del temsirolimus fueron astenia, hiperglucemia, erupcién y desca-
macion cutdnea. Los estudios in vitro mostraron que el temsirolimus inhibi6 la fos-
forilacién de S6 y que unos mayores niveles basales de mTOR fosforilada predecian
una mejor respuesta (51).

El everolimus es un inhibidor oral de mTOR que presenta una amplia actividad
antitumoral en modelos animales. Los estudios farmacodindmicos de fase I han
mostrado que una dosis diaria de 5 a 10 mg provoca una inhibicién continua de la
actividad de mTOR (52, 53). En los estudios de fase II desarrollados en pacientes con
tumores neuroendocrinos de bajo o intermedio grado de malignidad el everolimus, a
dosis de 5 a 10 mg/dia fue bien tolerado y mostré una actividad antitumoral prome-
tedora (54). Por otra parte, el octretoide LAR, un andlogo de somatostatina de accién
prolongada, es en el momento actual un tratamiento estdndar para el control de los
sintomas en pacientes con tumores neuroendocrinos, pero recientemente se ha demos-
trado su actividad antitumoral (55). La combinacion de everolimus y octreotide LAR
puede actuar de forma sinérgica (figura 5) en la inhibicién del crecimiento celular y
la actividad secretora de los tumores neuroendocrinos (56).

INHIBIDORES ANALOGOS
DE mTOR DE SOMATOSTATINA

SSTR2, 5

®

Activacién del II» Proliferacion
ciclo celular

Apoptosis Metabolismo
Factores
™ \angiogénicos ||* Angiogénesis
Muerte Crecimiento
celular celular

Figura 5. Accidn sinérgica de los inhibidores de mTOR y los andlogos de somatostatina
en células de tumores neuroendocrinos. Cada agente utiliza diferentes dianas moleculares,
lo que conduce a una disminucion de la viabilidad de la célula tumoral.

En 60 pacientes con carcinoma neuroendocrino de bajo grado de malignidad
se estudid la eficacia de la combinacién de everolimus (5 a 10 mg/dia) con octreoti-
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de LAR (30 mg cada 28 dias). El tratamiento se siguié de una respuesta parcial en
el 17 por 100 de los pacientes, una estabilizacién de la enfermedad en el 75 por 100
y una progresioén de la enfermedad en el 8 por 100. Las tasas de respuesta en pacien-
tes tratados con las dosis diarias de 5 y 10 mg fueron, respectivamente, de 13 y 20
por 100. La tasa de supervivencia libre de progresion a las 24 semanas fue del 86 por
100, mientras que la mediana de supervivencia libre de progresion fue de 59 semanas.
De los 24 pacientes que presentaron elevacion de cromogranina A al comienzo del
estudio un 56 por 100 experimentd una reduccioén superior al 50 por 100 (57).

En un grupo de cuatro pacientes con insulinoma maligno e hipoglucemia refrac-
taria el tratamiento con 10 mg diarios de everolimus indujo una resolucién completa
de los sintomas de hipoglucemia en tres pacientes y una reduccién de los requeri-
mientos de glucosa en otro paciente. En los cuatro pacientes se produjo una dismi-
nucién de la concentraciéon de insulina y del indice insulina/glucosa. En lo que se
refiere al tamafio tumoral, dos de los pacientes experimentaron una respuesta parcial
de la enfermedad y otros dos estabilizacién (58).

Un reciente estudio ha evaluado los efectos del tratamiento con everolimus (115
pacientes) y la combinacion de everolimus y octreotide LAR (45 pacientes) en pa-
cientes con tumores neuroendocrinos pancredticos que experimentaron progresion
tras quimioterapia (59). La evolucién tumoral se analiz6 mediante tomografia com-
putarizada (CT) trifdsica o resonancia magnética. Los resultados mostraron que en los
pacientes tratados con everolimus, se produjo una respuesta parcial en el 7,8 por 100,
una estabilizacién de la enfermedad en un 68,7 por 100, lo que supone un beneficio
clinico en un 76,5 por 100. En los pacientes tratados con combinacién de everolimus
mads octreotide LAR, la respuesta parcial se aprecié en el 4,4 por 100, la estabili-
zacion de la enfermedad en un 77,8 por 100, con un beneficio clinico global de un
82,2 por 100. La mediana de supervivencia libre de progresiéon fue de 9,3 meses para
el tratamiento con everolimus y de 12,9 meses para el tratamiento combinado. Ade-
mads, de los pacientes con cromogranina A basalmente elevada, el 49,3 por 100 de
los tratados con everolimus y el 56 por 100 de los tratados con los dos farmacos
experimentaron una disminucién superior al 50 por 100 en sus valores de cromogra-
nina A o bien una normalizacién de este marcador tumoral neuroendocrino.

Los efectos adversos mas frecuentes del everolimus fueron estomatitis, erupcion,
diarrea, astenia, nausea, cefalea, aftas bucales, anemia, pérdida de peso y vomito (59).
Los efectos adversos de grado 3/4 con sospecha de relacién con el farmaco en estudio
incluyeron astenia y trombocitopenia. Este estudio demuestra la eficacia del everoli-
mus, tanto en monoterapia, como en combinacién con octreotide LAR, en tumores
neuroendocrinos pancredticos refractarios a quimioterapia.

SINTESIS Y CONCLUSIONES

La proteina mTOR es una proteina intracelular que desempefa un papel central
en el control del crecimiento celular, la sintesis de proteinas y la autofagia. Participa
en las vias de sefializacion intracelular de algunos receptores con actividad quinasa
de tirosina, tales como el IGF y el VEGF. Los datos procedentes de pacientes con
mutaciones en los genes TSC2, NF1 y VHL han permitido implicar la via de mTOR
en los tumores neuroendocrinos. Por otra parte, también se han observado anomalias
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de la via mTOR en pacientes con TNE esporadicos y algunos carcinomas insulares
pancredticos muestran pérdida de actividad de PTEN, un regulador de mTOR. Los
avances en el conocimiento de la biologia molecular de los TNE ha permitido el
inicio del empleo de tratamientos dirigidos a dianas moleculares especificas en pa-
cientes con este heterogéneo grupo de tumores. Los estudios clinicos de fase II rea-
lizados con inhibidores mTOR como everolimus y temsirolimus han demostrado la
eficacia de estos agentes en pacientes con TNE de bajo grado de malignidad. Estos
agentes son bien tolerados en general y entre los efectos adversos mds frecuentes se
encuentra la estomatitis ligera. En el momento actual se estdn desarrollando ensayos
clinicos de fase III a gran escala con estos agentes.
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ABREVIATURAS

e 4E-BP1: proteina ligadora 1 del factor 4E de iniciacion de la traduccién eucariota. La pro-
teina interactia directamente con el factor de iniciaciéon 4E e inhibe la traduccion.

e AKT: quinasa de proteinas reclutada hacia la membrana celular a través de la interaccién
con fosfolipicos. Es activada por la quinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositato.

¢ AMP: monofosfato de adenosina.

* AMPK: quinasa de proteina activada por 5°’AMP, conjunto de tres proteinas que funcionan
como una enzima y cuya activacién conduce a estimulacién de la oxidacidn hepdtica de
dcidos grasos, estimulo de cetogénesis, inhibicién de sintesis de coleterol y triglicéridos y
modulacién de la secrecién de insulina.

e AP-1: protefna activadora 1, factor de transcripcién de naturaleza heterodimérica, compuesto
por proteinas de las familias c-Fos, c-Jun y otras. Regula la expresién génica en respuesta
a diversos estimulos, incluyendo citoquinas, factores de crecimiento, estrés e infecciones. El
complejo AP-1 se ha implicado en la transformacién y progesion del cancer.

e ASK1: quinasa reguladora de sefial de apoptosis.
e ATP: adenosina trifosfato.

e Bcl-2: familia de proteinas que regulan los procesos de permeabilizaciéon mitocondrial y
apoptosis celular.

* BCR-ADI: el gen BCR-ADbI resulta de la fusion de una parte del gen BCR (cromosoma 22)
y el gen Abl (cromosoma 9). Codifica la proteina p210 o p185, con actividad quinasa de
tirosina.
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e c-Abl: quinasa de tiroxina no receptorial ligada a la sefializacion de factores de crecimiento.
Se ha implicado en la regulaciéon de la sefializacién en multiples compartimentos subcelu-
lares.

¢ cAMP: monofosfato de adenosina ciclico.
* CDKs: quinasas dependientes de ciclinas.

» c-Fos: protooncogen que pertenece a la familia de los factores de transcipcion. Su transcrip-
cién se estimula por muchas sefiales extracelulares como los factores de crecimiento. Se
dimeriza con c-Jun para formar el factor de transcripcién AP-1, que regula al alza la trans-
cripcidn de diversos genes implicados en la proliferacion y diferenciacién en defensa contra
la invasién y dafio celular.

e c-Jun: proteina que en combinacién con c-Fos forma el factor de transcripciéon de respuesta
temprana AP-1. Se activa a través de una doble fosforilacién por la via JNK.

* CREB: proteina ligadora del elemento regulado por cAMP.

» eEF1A: factor de elongacién 1A. Es un factor de traduccién citopldsmico implicado en la
exportacion nuclear de especies de RNA de transferencia en células eucariotas.

¢ eEF2: factor de elongacion 2.
e EGF: factor de crecimiento epidérmico.
e EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.

e elF-4E: factor 4E de iniciacién de la traduccion en células eucariotas. Esta implicado en
la unién de los ribosomas con el UNAM para la iniciacién de la sintesis de proteinas en las
células eucariotas.

* FKBP12: Proteina de 12 kd a la que se une la rapamicina y sus derivados para formar un
complejo que reconoce mTOR.

e GTP: guanosina trifosfato.

e GTPasa: familia en enzimas que pueden hidrolizar el GTP. Las GTPasas desempefian un
papel importante en la transduccién de sefiales de los receptores transmembrana al dominio
intracelular, en la biosintesis de proteinas en el ribosoma, en el control y diferenciacion
durante la divisién celular, translocacién de proteinas en membranas y transporte de vesi-
culas en la célula.

e GPBL: regulador positivo de la via sensible a rapamicina requerido para la interaccién sen-
sible a nutrientes entre raptor y mTOR. La proteina GBL se liga al dominio quinasa de
mTOR Yy estabiliza la interaccién de raptor con mTOR. Participa en la sefializacién de S6K1
mediada por nutrientes y factores de crecimiento. La unién de GBL a mTOR estimula la
actividad quinasa de mTOR hacia S6K1 y 4E-BP1.

e HER?2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
e HIF-1o: factor inducible por hipoxia la.

e HIF-1B: factor inducible por hipoxia 1f.

e IGF 1: factor de crecimiento insulinoide tipo 1.

e IGF 2: factor de crecimiento insulinoide tipo 2.

e JNK: quinasa N-terminal de c-Jun.

e LKBI1: quinasa de treonina/serina localizada proximal a la AMPK y necesaria para la acti-
vaciéon de AMPK. Es un supresor tumoral.

¢ MAPK: quinasa de proteina activada por mitégeno. Pertenece a la cadena de quinasas ac-
tivadas por Ras. Es una quinasa de proteina especifica de serina-treonina que responde a
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estimulos extracelulares y regula varias actividades celulares, tales como la expresién géni-
ca, mitosis, diferenciacion y apoptosis.

MEK: quinasa de proteinas selectiva de serina-treonina. Pertenece a la cadena de quinasas
activadas por Ras. MEK es una quinasa que fosforila la quinasa de proteina activada por
mitégeno (MAPK).

mTOR: diana de la rapamicina de los mamiferos.

NF1: gen de la neurofibromatosis tipo 1. El producto de este gen funciona como un regu-
lador negativo de la via del Ras.

p53: proteina codificada por el gen del mismo nombre en el cromosoma 17. Regula la pro-
teina bcl-2, por lo que estd implicada en la apoptosis. En algunos TNE se han encontrado
mutaciones de p53.

PDGF f: factor de crecimiento derivado de las plaquetas B.
PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

PI: fosfatidilinositol, fosfolipido componente del lado citol6lico de la membrana celular. Se
compone de glicerol, dcido graso y un alcohol hexahidrico (inositol). Es sustrato de muchas
enzimas implicadas en la sefalizacién celular y puede ser fosforilado por las quinasas en los
grupos hidroxilo 3, 4 y 5 del anillo del inositol.

PI3K: quinasa de PI3, quinasa de fosfatidilinositol-3, quinasa de fosfoinositato-3, familia de
enzimas capaces de fosforilar el grupo hidroxilo de posicion 3 del anillo inositol del fosfa-
tidilinositol. Fosforila lipidos e inicia el reclutamiento de proteinas como AKT y PDKI.

PI3P: fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfolipido de membrana que ayuda a reclutar proteinas
hacia la membrana celular. Es el producto de la actividad de la PI3K sobre el PI.

PKB: quinasa de proteina B.
PP2A: fosfatasa de proteinas heterotrimérica con diversas funciones celulares.

PTEN: fosfatasa lipidica que separa grupos fosfatos, revirtiendo los efectos de la PI-3 kina-
sa. PTEN es un supresor tumoral.

RAF: quinasa de proteinas selectiva de serina-treonina. La activacion del Ras activa la qui-
nasa del RAF. A su vez, la quinasa del RAF fosforila y activa la proteina MEK y MEK fos-
forila y activa la quinasa de proteina activada por mitégeno (MAPK).

Raptor: proteina asociada a la regulacién de mTOR.

RAS o Ras: nombre dado a una proteina, el gen que la codifica y la superfamilia de proteinas
a la que pertenece. Es una proteina de comunicacién de sefales entre el interior y el exterior
celular. Las mutaciones de Ras y la alteracion de las sefiales puede conducir a crecimiento
tumoral. La superfamilia Ras de GTPasas pequeflas incluye las familiar Ras, Rho, Arf, Rab
y Ran.

Rheb: proteina que forma parte de la superfamilia del Ras.
RNA: 4cido ribonucleico.

S6K1: miembro de la familia de las quinasas de serina/treonina involucrado en la regulacién
del crecimiento, supervivencia y metabolismo celulares, S6 quinasa 1 es un efector distal de
mTOR.

TGF B factor de crecimiento transformador .
TNE: tumor neuroendocrino.

TOP mRNAs: RNA mensajeros oligopirimidinicos terminales. Codifican proteinas ribosémi-
cas y otros componentes del aparato de traduccién y llevan un tramo terminal oligopirimi-
dinico en el extremo 5’°, necesario para la regulacién de su traduccién.
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TOR: diana de la rapamicina.

TSC1(hamartina)/TSC2(tuberina): complejo de la esclerosis tuberosa, actia de unién entre
mTOR y AKT.

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular, proteina sefializadora implicada en la vas-
culogénesis y angiogénesis.

VHL: sindrome de von Hippel-Lindau, hemangioblastomatosis retiniana y cerebelosa, an-
giomatosis familiar cerebeloretiniana, trastorno autosémico dominante caracterizado por
angiomas retinianos, hemangioblastomas cerebelosos, y tumores en cerebro, médula espinal
y en otros 6rganos.



