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1.1 Tumores Neuro-Endocrinos Gastro-Entero-Pancreaticos

Os tumores neuroenddcrinos gastro-entero-pancreaticos (GEP-NETs) sao
compostos por células neuroenddcrinas com capacidade de produzir, armazenar,
e segregar substancias biologicamente activas e de causar sindromes clinicos
distinctos’.

Os GEP-NETs constituem aproximadamente 2 % das neoplasias do sistema
gastro-intestinal®>. A raridade dos GEP-NETs dificulta o seu diagndstico e o
estabelecimento de estratégias terapéuticas adequadas. A incidéncia anual dos
GEP-NETSs esta estimada em 1,2 a 3 casos por 100,000 habitantes, registando-
se nas Ultimas décadas um ligeiro aumento®?>. No entanto, esta estimativa ndo é
segura devido as diferencas na qualidade dos registos e na metodologia
utilizada nas Ultimas décadas no diagndstico de GEP-NETs. Apesar de alguns
avancos no conhecimento bioldgico destes tumores, as taxas de sobrevivéncia
tém-se mantido estaveis nas ultimas 5 décadas’.

Classicamente, os tumores neuroenddcrinos do tubo digestivo eram
designados como carcindides, com excepcao dos tumores neuroenddcrinos do
pancreas, independentemente da sua topografia, producdao hormonal ou
agressividade bioldgica. A inclusdo no mesmo grupo de tumores com
comportamentos bioldgicos diferentes tornou evidente a limitacdo desta
designagao, especialmente na aplicacao eficiente de esquemas de tratamento
adequados’. Em 2000 e 2004 (tumores enddcrinos do pancreas), a Organizagao
Mundial de Saude (OMS) propds uma classificacdo mais compreensiva, baseada
na diferenciacao tumoral e nas caracteristicas clinico-patoldgicas especificas da
localizacao anatdmica dos GEP-NETSs. A designagdo carcinoma neuroenddcrino é
introduzida para os tumores clinicamente malignos. No entanto, esta
classificacao da OMS, revelou deficiéncias na avaliagdo prognodstica dos doentes
com GEP-NETs. Mais recentemente, a European Neuroendocrine Tumor Society
(ENETS), publicou propostas de estadiamento (TNM) para os GEP-NETs*®. Este
sistema de classificacao podera permitir uma melhor avaliacdao do progndstico e
consequentemente dos esquemas de tratamento destes tumores. No entanto,
ainda esta dependente de estudos clinico-patoldgicos adequados de validacao.

Os GEP-NETs partilham pelo menos quatro caracteristicas comuns: 1)

secrecao de uma variedade de substancias que podem ser usadas como
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marcadores tumorais®; 2) associacdo com sindromes hereditarios'; 3) abundancia
em vasos estromais, que podem ser alvo de terapéuticas inibidoras da
angiogénese’; 4) expressdo de receptores de peptideos, como por exemplo da
somatostatina, com importancia na avaliagdo imagioldgica, da fungdo, na
identificacdo de alvos terapéuticos anti-proliferativos, e na sindrome
carcindide’8°1°,

Alguns dos mecanismos genéticos de regulacao celular envolvidos na
iniciacdo e progressao dos GEP-NETs ja foram identificados: factores de
transcricdo; via da p53; regulacao da reparagao e replicacdo do DNA; vias de
sinalizacdo de receptores com afinidade cinasica da tirosina (RTK) e via do
factor induzido pela hipoxia (HIF) - como resposta a hipoxia e
angiogénese!!1%13,

A Unica forma de tratamento potencialmente curativa, continua a ser a
cirurgia com remocdo completa dos tumores localizados e loco-regionais'®. A
estratégia cirdrgica depende da localizacdo do tumor primario. Os doentes que
apresentam doenca metastatica, frequentemente hepatica, representam um
desafio para o cirurgidao. A seleccdao adequada de doentes candidatos a
metastasectomia tem-se associado a melhoria da sobrevida dos doentes com
GEP-NETs®!*. Outras questBes, relacionadas com a cirurgia, continuam por
definir: 1) papel da citoredugdo nos tumores irressecaveis'*; 2) indicacdo para
linfadenectomia; e 3) extensao da resseccao de alguns tumores, por exemplo
nos NETs do apéndice. A identificacdo de novos factores de progndstico podera
ajudar a clarificar algumas destas questoes.

A expressao de receptores de somatostatina tem sido uma area de
interesse nos GEP-NETS, devido a sua aplicacao na imagiologia e na terapéutica
destes tumores®®'%, Outras formas de tratamento médico incluem a terapéutica
bioldgica com interferdo alfa e a quimioterapia®. A natureza altamente vascular
dos TNEs motivou um interesse na inibicdo angiogénica como opcdo terapéutica®.
Varios ensaios clinicos estdo a decorrer com inibidores da angiogénese mas os
resultados tém sido desencorajadores. Estudos multicéntricos recentes com a
rhEndostatina, o sunitinib e o bevacizumab revelaram resposta clinica
(regressdao tumoral - respostas radioldgicas parciais ou completas) ou
bioquimica (Cromogranina A) pouco significativas em pacientes com tumores

6,15,16,17

neuroenddcrinos avancados Muitos investigadores tém sugerido que os
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inibidores da angiogénese sao citostaticos e ndo citotdxicos. O facto de uma grande
percentagem de tumores neuroenddcrinos apresentar uma evolugao lenta torna
dificil a interpretacao destes resultados.

Recentemente, Comoglio et a/ identificaram uma via molecular através da
qual a hipoxia promove o crescimento tumoral induzindo a activacao transcricional
do proto-oncogene met. Este estudo fornece evidéncia de um segundo tipo de
resposta celular a hipoxia, complementar e independente da resposta angiogénica
mediada pelo VEGF. Estes resultados levantam a possibilidade da terapéutica anti-
angiogénica, ao reduzir a vascularizacao tumoral na neoplasia primaria, promover a

disseminacao de células para locais mais oxigenados: metastizagao.

1.2. Angiogénese

“tumor growth is angiogenesis dependent”

Folkman

A angiogénese providencia o fornecimento de oxigénio e nutrientes
adaptados as alteragdes metabdlicas dos tecidos. A angiogénese disfuncional esta na
origem de muitas entidades nosoldgicas'®.

A angiogénese pode resultar de alteracdes genéticas ou ser induzida por
alteragdes locais, nomeadamente hipoxia, défices de glucose ou stress mecanico
e/ou oxidativo. Mdltiplas alteracbes genéticas estdo relacionadas com perturbagdes
da angiogénese: o RAS, MYC, RAF, HER-2/neu, c-JUN e SRC aumentam a expressao
do factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) e/ou diminuem a expressao de
trombospondina-1 (TSP-1)1%202121,

A angiogénese neoplasica é diferente da angiogénese fisioldgica: os neovasos
neoplasicos sdo irregulares, tortuosos, hiperpermeaveis e apresentam shunts arterio-
venosos andmalos. Estas alteracdes causam fluxo sanguineo irregular,
permeabilidade vascular aumentada e pressao elevada no espaco intersticial intra-
tumoral. Estas modificacOes facilitam a entrada de células neoplasicas em circulacao

23,24,25

e a metastizagao e dificultam a accdo de alguns farmacos anti-tumorais.
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As células endoteliais das neoplasias expressam com elevada frequéncia
algumas moléculas de superficie, nomeadamente integrinas, E-selectina, endoglina,
endosialina e receptores do VEGF que podem ser alvo de terapéuticas bioldgicas
dirigidas®.

"onset of angiogenesis also contributes to metastasis... decreased angiogenesis is
associated with a decreased rate of metastasis”.
Folkman

Ha evidéncia pré-clinica e clinica do papel importante da angiogénese no
desenvolvimento tumoral e na progressdo neopldsica”’. Folkman demonstrou a
importancia da angiogénese na progressao neoplasica: “para um tumor crescer mais
do que 1-2mm necessita de vasos sanguineos para o fornecimento de nutrientes e
oxigénio®®. Estudos recentes tém demonstrado uma correlacdo entre o grau de
angiogénese tumoral e o progndstico (mama; prostata; cdlon; pulmdo e cérebro)
tendo a angiogénese sido proposta como um marcador progndstico promissor em
neoplasias de varios orgdos>>°. Poucos estudos tém avaliado a implicacdo clinica da
angiogénese tumoral nos tumores neuroenddcrinos gastro-entero-pancreaticos (GEP-
NETSs), sendo os resultados controversos.

A inibicdo da angiogénese associa-se a diminuicdo do crescimento e da
metastizagdo tumoral em muitos modelos pré-clinicos. Ha ensaios clinicos de
farmacos anti-angiogénicos em carcinomas metastizados com resultados
interessantes®”.

Investigacdes recentes sugerem que a terapéutica anti-angiogéncia pode,
além de inibir a angiogénese, modelar a estrutura e funcdo dos neovasos,
aumentando a acessibilidade de farmacos e normalizando o micro-ambiente
tumoral®®. Contrariamente as células endoteliais de tecidos normais, que em
condicOes fisioldgicas sao quiescentes - excepto durante periodos de inflamacdo,
ovulacao, gravidez, cicatrizacdo de feridas e de isquemia -, as células endoteliais nas
neoplasias em progressao apresentam indice mitotico até 50 vezes superior € maior
sensibilidade a terapéutica anti-angiogénica. Por outro lado, as células endoteliais
neoplasicas parecem ser geneticamente estaveis e desenvolvem menos resisténcia a

25,33

terapéutica Quando indicada, alguns autores sugerem a importancia da

terapéutica anti-angiogénica precoce de modo a inibir as fases iniciais do
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crescimento neoplasico ou a diminuir o crescimento de neoplasias mais avancadas,

sendo a eficacia inversamente proporcional ao volume tumoral.

1.3. Marcadores de Angiogénese

Um dos métodos de avaliacao da angiogénese consiste na determinagao da
densidade vascular. A principal limitagdo na avaliacdo da angiogénese através da
determinacdo da densidade vascular decorre do tipo de marcador utilizado. De facto,
ndo existe consenso na literatura relativamente ao anticorpo mais adequado.
Multiplos estudos tém utilizado marcadores pan-endoteliais, nomeadamente CD34,
CD31 e factor de von Willebrand, na avaliacgdo da densidade de microvasos. A
avaliacdo da densidade de microvasos com estes marcadores pode ndo ser a mais
correcta porque eles também sdo expressos em vasos normais>*>>.

A glicoproteina transmembranar CD31 (molécula de adesdo celular plaqueta-
endotélio) € um marcador pan-endotelial sensivel em tecidos tumorais e normais.
Também pode ser expressa em células plasmocitarias e inflamatdrias®®®’. No
entanto, a expressao de CD 31 pode nao ser detectada em neovasos intra-tumorais,
como descrito por Giatromanolaki et al*’.

Varios estudos tém evidenciado que nenhum dos marcadores vasculares,
nomeadamente o factor de von Willebrand, o CD 31 ou o CD 34, é ideal para a
avaliacao da angiogénese neoplasica porque nao permitem identificar neovasos nem
s30 especificos de células endoteliais®2,

O anticorpo monoclonal CD 105 (endoglina), identifica o receptor do factor
transformador do crescimento B1 (TGF- B1). Este receptor é uma glicoproteina trans-
membranar do tipo I que é expressa nas células endoteliais na angiogénese tumoral
e nos processos inflamatodrios, sendo pouco expressa no endotélio de tecidos
normais>. Multiplos estudos tém demonstrado que a endoglina é um marcador mais
especifico e sensivel da angiogénese quando comparado com outros anticorpos
endOtE|iais40'41'42'43'44'45.

Ha evidéncias que sugerem que a endoglina é um alvo terapéutico potencial
em neoplasias malignas sdlidas. Estudos recentes indicam que imunoterapia passiva
com anti-corpos monoclonais anti-endoglina podem diminuir o crescimento tumoral e

vacinas de DNA xenogénicas homodlogas podem inibir imunidade anti-tumoral
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cruzada®®?’.

N3o existem estudos publicados sobre o papel da endoglina, como
marcador da densidade microvascular, como factor progndstico ou biomarcador

terapéutico nos tumores neuroenddcrinos gastro-entero-pancreaticos.
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2 - OBJECTIVOS
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O principal objectivo deste estudo preliminar consistiu na avaliacdo da relagao
entre a densidade de microvasos determinada pela endoglina (CD105) com o
prognodstico e com o sistema de estadiamento dos GEP-NETs proposto pela ENETS.
Foram objectivos secundarios: correlacionar a densidade de microvasos determinada
pela endoglina (CD105) e pelo CD31; e relacionar a densidade de microvasos com o
indice proliferativo determinado pela expressdo de Ki-67 nas células tumorais de
GEP-NETs.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 - Selecgao e caracterizacao de casos

A seleccao dos doentes com GEP-NETS, seguidos e tratados no Hospital de
Sdo Joao do Porto, foi efectuada através da consulta dos ficheiros clinicos e
informaticos do Servico de Anatomia Patoldgica e Registo Oncoldgico, dos Servicos
de Cirurgia Geral e do arquivo informatico do Departamento de Andlise de Gestao do
Hospital.

O material anatomo-patoldgico arquivado e os ficheiros clinicos dos casos de
GEP-NETSs identificados foram re-avaliados.

Foram identificados 145 casos, desde Janeiro de 1978 até Dezembro de
2006, com GEP-NETs submetidos a cirurgia de resseccao e/ou bidpsia incisional ou
excisional. Foram excluidos os tumores neuroenddcrinos de outras localizagdes, bem
como 0s casos sem material anatomo-patoldgico disponivel - de produtos de
resseccao ou de bidpsia (25 casos). Foram revistos cortes corados com
Hematoxilina-Eosina e avaliada a expressao de cromogranina A, sinaptofisina e NSE.

Para a anadlise preliminar da relacao da angiogénese com o estadio dos GEP-
NETS, com o prognostico e com o indice proliferativo Ki-67, foram utilizados 39
Casos.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas em cada caso: localizacao; modo
de apresentacao; estadiamento clinico; tipo de resseccdo; dimensdo; metastizacdo
ganglionar; metastizacdo a distancia; indice Ki-67; expressdao de CD105, CD31 e

cromogranina e sobrevida.

3.2 - Avaliacao Patologica

Foi reavaliado todo o material disponivel em arquivo no Servico de Anatomia
Patoldgica do Hospital Sdo Jodo do Porto, com estudo histolégico de cortes de 4
corados com Hematoxilina-Eosina. O estadiamento dos casos foi efectuado de acordo
com a proposta de estadiamento TNM da ENETS*>.

Para a avaliacdo das amostras dos 39 casos seleccionados foi efectuado um
“tissue microarray” (TMA). As areas representativas dos tumores foram
seleccionadas a partir das laminas de Hematoxilina-Eosina. As amostras (2-3
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amostras/caso) seleccionadas dos blocos originais foram depois depositadas no bloco
TMA.

3.3 - Anticorpos

Anticorpo/clone Origem
CD 105 - Monoclonal Mouse Anti- DakoCytomation, Inc; Carpinteria
Human CD 105, Clone SN6h

CD 31 Novocastra

Ki-67 Clone SP6; Neomarkers

3.4 - Imuno-histoquimica

A avaliagdo da expressao de endoglina e CD31 foi efectuada em cortes de
2um colocados em laminas adesivadas e secos na estufa a 60°C durante 1 hora. As
ldminas foram deparafinizadas em SUB-X Clearing Agent (Surgipath ™)® e
hidratadas até a agua corrente com etanol.

Para a recuperacao antigénica do CD 31 e CD 105, foi utilizado tampao
Citrato com ph=6,0 a 98°C durante 40 minutos a 37 °C.

O estudo imuno-histoquimico foi realizado utilizando um sistema de detecgao
automatico - Autostainer - baseado no método de polimero.

O bloqueio da peroxidase endogena foi efectuado com perdxido de
hidrogénio a 0,3% em metanol.

Apds incubagao com o anticorpo primario as laminas ficaram a incubar com o
polimero durante 30 minutos a temperatura ambiente — Kit DakoReal™EnVision™
Detection System, Peroxidase/DAB+Rabbit/Mousse-Dako-Denmark A/S.

Posteriormente, apds lavagem em dagua corrente durante cinco minutos,
procedeu-se ao contraste nuclear com Hematoxilina de Mayer durante 30 segundos.
Efectuou-se, de seguida, desidratacdao das laminas com uma série crescente de
alcoois, diafanizacdo com SUB-X Clearing Agent (Surgipath ™)® e, por fim,
montagem definitiva com meio de montagem (Mounting Medium, Richard-Allan

Scientific).
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Como controlo positivo da técnica imuno-histoquimica foram utilizadas
amostras de placenta (sincicio-trofoblasto), para o anticorpo CD 105, e amostras de
apéndice ileo-cecal, antro gastrico e ileon, para o anticorpo CD 31.

3.5 - Quantificacao

O procedimento de contagem foi efectuado sem conhecimento do estado
clinico-patolégico nem do anticorpo utilizado em cada caso. As laminas foram
revistas aleatoriamente, de modo a evitar associacdo de resultados. Apds avaliagao
de cada caso a baixa ampliacao (x40), foram seleccionadas por 2 observadores trés
areas da neoplasia com maior nimero de microvasos (“/ot spots”). Posteriormente,
os dois observadores, independentemente, avaliaram os casos, efectuando
contagens de microvasos em campos de grande ampliacao (x400 - 0.15mm2). Foram
efectuadas 1 a 3 contagens por caso, dependendo da dimensao do hotspot. Cada
célula ou spot identificada pelo marcador imunohistoquimico, foi considerada
positiva, independentemente da presenca de Iimen vascular®®. O maior nimero de
vasos contados por caso foi utilizado na analise estatistica. Foi avaliado o valor de K
entre os dois observadores. Os casos discordantes (> 10% na contagem de

microvasos) foram re-avaliados para estabelecer consenso final.

3.6 - Analise estatistica

Para o processamento da informagao foi criada uma base de dados
informatizada, aferida aos objectivos do trabalho e caracteristicas metodoldgicas.

A andlise estatistica foi realizada com software SPSS 17™. Utilizou-se os
testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para as comparagdes ndao paramétricas
devido a auséncia de distribuicdo normal das varidveis em estudo, o teste Log-Rank
para a analise das sobrevidas, o coeficiente de correlacao de Pearson para avaliagao
da correlacao estatistica entre a densidade microvascular determinada pela
expressao de CD 105 e a densidade vascular determinada pelo CD 31, e o coeficiente
de correlagao intra-classe para avaliagao da reprodutibilidade da avaliagao

quantitativa dos resultados imuno-histoquimicos.
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O nivel de probabilidade inferior a 0,05 (p) foi considerado como o limite de
significancia estatistica.
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4 — RESULTADOS
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4.1 Casuistica

A série original deste estudo consistia em 145 doentes com GEP-NETs
bem diferenciados, diagnosticados de 1978 — 2006 (comunicaczo, publicada em abstract, no Livro de
Resumos da reunido internacional - 4th Annual ENETS Conference — Barcelona, Espanhd — 15-17 de Margo de 2007), COM a
idade mediana de 52 anos no momento do diagndstico (extremos etarios: 8 — 87
anos de idade); 49,6% dos doentes eram do sexo masculino e 50,4% do sexo
feminino. A relagao sexo M/F foi de 0,98; 10,3% das neoplasias apresentavam-se
com sindromes enddcrinos de hiperfuncdao. A frequéncia relativa por o6rgao foi:
estdmago (11%); duodeno (11.7%); pancreas (25.6%); intestino delgado (11.7%);
apéndice ileocecal (31.8%); colon (2.6%) e recto (4.8%); 73,8% dos doentes
apresentavam doenca local, 15,2% doenga locorregional e 9% metastases a
distancia. A taxa de sobrevida aos 5 anos dos pacientes da nossa série com
metastases hepaticas (40.5%), foi significativamente (p = 0.007) inferior a da dos
pacientes sem metastases hepaticas (85.8%) (comunicacio, publicada na forma de abstract; no Livro de

Resumos da reunido internacional - 5th Annual ENETS Conference — Paris, Franga — 6-8 de Margo de 2008).

4.2 Caracteristicas clinico-patoldgicas

Para este estudo usaram-se 39 doentes com material representativo de GEP-
NETS. A idade mediana dos doentes era 42 anos no momento do diagndstico
(extremos etarios: 8 — 81 anos de idade); 18 doentes (46,2%) eram do sexo
masculino (M) e 21 (53,8%) do sexo feminino (F). A relacao sexo M/F foi de 0,86
(Gréfico 1).
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Sexo

O Masculino
B Feminino

Grafico 1: Distribuicdo, por sexo, dos doentes com GEP-NETs

A frequéncia das neoplasias, por classificacdo topografica embrioldgica, foi:
intestino anterior (n=9; 23%), intestino médio (n=29; 74%) e intestino posterior
(n=1; 3%) — Grafico 2.

Classificacdo topografica embrioldgica

3%

23%

O Intestino anterior

M Intestino médio

O Intestino posterior

Grafico 2: Distribuicdo topografica embrioldgica dos TNEs

A frequéncia relativa por orgdo foi: estbmago (n=1; 2,6%); duodeno (n=2;
5,1%); pancreas (n=6; 15,4%); intestino delgado (n=4; 10,2%); apéndice ileocecal
(n=25; 64,1%) e colon (n=1; 2.6%) — Grafico 3.
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Frequéncia por orgao

3% 3% 5%

10%

O Estébmago

64% B Duodeno
OPancreas

O Intestino delgado
B Apéndice ileocecal
O cCdlon

Grafico 3: Distribuicdo, por érgdo envolvido pelo GEP-NET

Relativamente a funcionalidade, 5,1% das neoplasias apresentavam-se com
sindromes enddcrinos de hiperfuncao (1 insulinoma; 1 glucagonoma).
84,6% dos doentes apresentavam doenca localizada, 10,3% doenca

locorregional e 5,1% metastases a distancia no momento do diagndstico (Grafico 4).

Progressao da doenca (apresentacao)

5%

10%

O Localizada
85% B Locorregional
O Metastizagao

Grafico 4: Distribuicdo, por tipo de apresentacdo

O tempo de seguimento mediano dos 39 doentes foi de 117,5 meses
(extremos: 0 — 273 meses). 5/39 doentes (12,5 %) morreram neste periodo de
follow-up. 5 doentes (12,5 %) foram perdidos para follow-up. O grafico 5 apresenta

a curva de sobrevida dos casos.
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Grafico 5: Curva de sobrevida dos doentes com GEP-NETs

Os doentes com tumores neuroenddcrinos com metastizacdo ganglionar ou a

distancia apresentaram um progndstico significativamente pior relativamente a

doentes sem metastizacdo (p <0,005) - Grafico 6.
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Grafico 6: Curvas de sobrevida dos doentes com GEP-NETs: com doenca localizada, com metastizacao

ganglionar e com metastizagdo a distancia

4.2.1 CD 105

Nao foram identificados microvasos com expressao de CD105 nos tecidos
sem neoplasia. Nas neoplasias, a expressao deste marcador consistia em depdsitos
vasculares citoplasmaticos castanhos de intensidade variavel (Figura 1.). Na Figura 2

observa-se um tumor neuroenddcrino sem expressao microvascular de CD105.
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Figura 1. Microvasos com expressdo de CD105 num tumor neuroenddcrino (x400 - 0.15mm2).

<4—— (élulas tumorais

Figura 2. Auséncia de expressdo de CD105 num tumor neuroenddcrino (x400 - 0.15mm2).

A expressao de CD105 foi observada em tumores com doenca locorregional
avancada, com metastizacao a distancia e com estadiamento clinico-patoldgico

menos avancado (T1NOMO).
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A mediana da densidade microvascular, determinada pela expressao de
CD105 foi de 3 / cga.

Como se pode verificar pelo Grafico 7, a expressdao de CD105 relacionou-se
com o orgao envolvido (p=0,03), sendo os tumores do apéndice ileocecal os com
menor densidade microvascular e os tumores enddcrinos do pancreas os com maior
densidade microvascular.
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n=23

Localizagao do tumor

Grafico 7: Densidade microvascular, determinada pela expressdao de CD105, do TNE em fungao do
orgdo envolvido pelo tumor.

Foram também verificadas diferencas com significado estatistico na
densidade de microvasos relativamente ao estadiamento do tumor (p=0,024). Foram
excluidos desta analise os tumores TXNOMO (7 casos). No Grafico 8 foram excluidos
os estadios com menos do que 2 casos.
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Grafico 8: Densidade microvascular, determinada pela expressdo de CD105, do TNE, em fungdo do
estadiamento do tumor.

Os tumores com metastizacdao ganglionar e/ou a distancia apresentavam
maior densidade microvascular do que os tumores nao metastizados, mas sem
significado estatistico (p=0,087; Grafico 9).
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Grafico 9: Densidade microvascular, determinada pela expressao de CD105, do TNE em funcao da
presenca, ou ndo, de metastizacao ganglionar e/ou hepatica
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Quando se subdividiram os tumores em localizados, locorregionais (com
metastizacdo ganglionar) e metastizados (com metastizagdo a distancia,
nomeadamente hepatica) verificou-se que nao havia diferencas com significado
estatistico (p=0,143) — Grafico 10.
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Grafico 10: Densidade microvascular do TNE, determinada pela expressdo de CD105, em funcdo do tipo
de apresentacgao

A densidade microvascular dos tumores, determinada pela expressao de
endoglina, relacionou-se significativamente (p <0,005) com a sobrevida dos doentes
(andlise univariada). Nao foi efectuada analise multivariada devido ao pequeno
numero de casos.

Nao foram verificadas diferencas com significado estatistico na densidade
microvascular, determinado pela expressao de CD105, relativamente ao sexo nem

com a presenca ou auséncia de sindrome de hiperfuncdao hormonal.

4.2.2CD 31

Foram observados vasos com expressao de CD31 nos tecidos neoplasicos e
ndo neoplasicos. A mediana da densidade vascular dos TNEs desta série,
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determinada pela expressao de CD31, foi de 13,0 /cga.
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Figura 3. Vasos com expressao de CD31 num tumor neuroenddcrino (x400 - 0.15mm2).

Foi verificada correlacao significativa (p = 0,01; coeficiente de correlacdao de
Pearson = 0,721) entre a densidade microvascular determinada pela expressao de
CD 105 e a densidade vascular determinada pelo CD 31 — Grafico 11.
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Grafico 11: Correlagdo entre a densidade microvascular, determinada pela expressdo de CD105, e
vascular, determinada pela expressdo de CD31.
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Dois tumores enddcrinos pancreaticos associados a sindromes enddcrinos de
hiperfuncdo (insulinoma e glucagonoma) apresentavam maior nimero de vasos com
expressao de CD31, embora sem significado estatistico, do que os tumores sem
sindromes de hiperfuncao (p=0,053) — Grafico 12.
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Grafico 12: Distribuicdo da densidade vascular do TNE, determinada pela expressao de CD31, de acordo com a
presenca/auséncia de sindrome enddcrino de hiperfuncao

Foram verificadas diferencas significativas na densidade vascular,
determinado pela expressao de CD31, consoante a localizagao do tumor (p=0,019) -
Grafico 13.
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Grafico 13: Densidade vascular do TNE, determinada pela expressao de CD31, em fungdo do 6rgdo
envolvido pelo tumor

Verificou-se um aumento da densidade vascular com o estadio da neoplasia,
ou seja, os tumores com estadio (proposta ENETS de estadiamento TNM*°) superior
apresentavam maior numero de vasos relativamente a tumores com estadio inferior
(p=0,014) — Grafico 14. Foram excluidos da analise os tumores TxNOMO. No Grafico
14 foram excluidos os estadios com menos do que 2 casos.
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Grafico 14: Densidade vascular do TNE, determinada pela expressao de CD31, em funcdo do
estadiamento do tumor
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Verificou-se que os tumores com metastizacao ganglionar e/ou a distancia
apresentavam maior densidade vascular do que os tumores sem metastases
(p=0,01; Grafico 15).
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Grafico 15: Densidade vascular do TNE, determinada pela expressao de CD31, em fungdo da presenca/auséncia

de metastizacdo, ganglionar e/ou a distancia, no momento do diagndstico

Quando se subdividiram os tumores em localizados, locorregionais (com
metastizacao ganglionar) ou metastizados (com metastizacdo a distancia) verificou-
se diferencas com significado estatistico relativamente a densidade vascular
(p=0,036; Grafico 16). Os dois doentes com metastases hepaticas apresentavam
tumores neuroenddcrinos do intestino delgado.
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Grafico 16: Densidade vascular do TNE, determinada pela expressdo de CD31, em fungdo da presenca
de metastizacdo ganglionar ou a distancia

A avaliacao da sobrevida dos doentes, tendo em consideragao a densidade
vascular determinada pela expressao de CD31, revelou diferencas significativas (p
<0,005 - andlise univariada). Nao foi efectuada andlise multivariada devido ao
pequeno nimero de casos.

Nao foram verificadas diferencas com significado estatistico na densidade
vascular relativamente ao sexo ou a idade dos doentes.

4.2.3 Ki-67
Como se pode verificar pelo Grafico 17, todos os tumores apresentavam um

baixo indice proliferativo, incluindo os com metastizacdo ganglionar e a distancia

(valor médio < 1%; mediana < 1%; variagao: 0 - 7%).

37



"

—— .Células tumorais positivas

Figura 4. Expressao tumoral de Ki-67 - campo de grande ampliagdo (x400 - 0.15mm?2).
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Grafico 17: Indice proliferativo, determinado pela expressdo de Ki-67, em funcdo da

presenca/auséncia de metastizacdo ganglionar e/ou a distancia

Nao foram verificadas diferencas com significado estatistico no indice
proliferativo, determinado pelo Ki-67, relativamente ao sexo, a idade, a

funcionalidade do tumor, ao érgao envolvido nem ao estadiamento do tumor. Nao foi
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verificada relacdo estatisticamente significativa entre o indice proliferativo
determinado pelo Ki-67 e a densidade microvascular / vascular, determinadas
respectivamente pela expressao de CD105 e CD31.

4.2.4 Tumores endocrinos do pancreas

Apesar de 4 dos 6 doentes com tumores enddcrinos do pancreas
apresentarem doenca locorregional avancada (2 casos com neoplasias T3 e 2 casos
com metastizacao ganglionar), nenhum dos doentes com tumor enddcrino do
pancreas apresentava metastizacdo a distancia.

Em trés doentes foram efectuadas duodenopancreatectomias cefalicas, em 2
enucleacOes pancreaticas, e num, pancreatectomia caudal.

Dois dos doentes com tumores enddcrinos do péancreas apresentavam
sindromes enddcrinos de hiperfuncdo associados, num a insulinoma e noutro a
glucagonoma.

Dois dos 6 doentes foram perdidos e os restantes estdao vivos (follow-up
médio de 186 meses; variacao: 123 — 210 meses).

Nao foram verificadas diferencas com significado estatistico na densidade de
microvasos/vasos, determinados respectivamente pela expressao de CD105 e CD31,
ou no indice proliferativo, determinado pelo Ki-67, relativamente a funcionalidade do
tumor, ao sexo, a idade do doente nem ao estadio do tumor.

Os tumores enddcrinos do pancreas foram o0s que apresentaram maior

densidade microvascular/vascular (Graficos 7 e 12).

4.2.5 Tumores neuro-endocrinos do intestino médio (excluindo

apéndice ileocecal)

Os tumores neuroenddcrinos do intestino delgado foram diagnosticados em
doentes que desenvolverem sinais/sintomas de obstrucao intestinal. Todos os
doentes foram submetidos a enterectomia segmentar, com ou sem anastomose
primaria.

Trés dos 4 doentes com tumores neuroenddcrinos do delgado apresentavam
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doenca avancada (1 doente com doenga locorregional avancada — T3N1MO; 2
doentes com metastizagao a distancia).

Os dois doentes com metastases hepaticas tiverem uma sobrevida de 63 e 77
meses, respectivamente.

Os doentes com tumores do ileon com metastizacdo a distancia (hepatica),
apresentavam menor densidade microvascular/vascular, determinadas
respectivamente pela expressao de CD105 e CD31, do que outros tumores sem
metastizagao hepatica, nomeadamente tumores enddcrinos do pancreas.

Apesar de 34 dos doentes com tumores neuroenddcrinos do delgado da série
apresentarem doenca avangada, todos apresentavam baixo indice proliferativo (Ki-67
< 2%).

4.2.6 Tumores neuro-enddcrinos do apéndice ileocecal

Os doentes, excepto um, foram submetidos a cirurgia apds o diagndstico de
apendicite aguda. Nenhum destes doentes foi submetido a hemicolectomia direita.

Num doente, o tumor foi diagnosticado em peca de proctocolectomia total
por colite ulcerosa.

Todos os doentes apresentavam doenca localizada: TINOMO ou T2NOMO.

Nao se verificou nenhum caso de recidiva ou de mortalidade no periodo de
seguimento médio de 153,4 meses (mediana de 174,5 meses; variacao: 58 — 253
meses) destes doentes.

Foram verificadas diferencas, embora sem significado estatistico, na
densidade microvascular, determinada pela expressao de CD105, relativamente ao
estadiamento da neoplasia, apresentando os tumores T2 maior densidade
microvascular do que os tumores T1, embora sem significado estatistico (p=0,057).

Nao foram verificadas diferencas com significado estatistico na densidade
vascular, determinada pela expressao de CD31, nem no indice proliferativo,
determinado pelo Ki-67, relativamente ao estadiamento da neoplasia.

Nao foram verificadas diferencas com significado estatistico na densidade
microvascular / vascular, determinadas respectivamente pela expressao de CD105 e
CD31, nem no indice proliferativo, determinado pelo Ki-67, relativamente a idade dos

doentes.
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4.2.7 Reprodutibilidade da avaliacao quantitativa dos

resultados imuno-histoquimicos

Para avaliar a reprodutibilidade na determinagao da densidade microvascular
/ vascular foi calculado o coeficiente de correlagao entre os dois observadores: Autor
(Interno Complementar de Cirurgia Geral) e Interno Complementar de Anatomia
Patoldgica.

Na expressao de CD105 o coeficiente de correlagdo intra-classe entre os dois
observadores foi de 0,970, com um intervalo de confianga a 95% de [0,932; 0,986]

— Grafico 19. Os limites de concordancia variaram entre [-6,4 e 4,1].
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Grafico 18: Correlagdo intra-classe entre os dois observadores, na avaliagdo da densidade

microvascular, determinada pela expressao de endoglina

Na expressao de CD31 o coeficiente de correlagao intra-classe entre os dois
observadores foi de 0,892, com um intervalo de confianca a 95% de [0,768;0,948] —

Grafico 19. Os limites de concordancia variaram entre [-13,5 e 8,5].
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Grafico 19: Correlagdo intra-classe entre os dois observadores, na avaliacao da densidade vascular,
determinada pela expressao de CD31
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5— DISCUSSAO
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Os GEP-NETs sao tumores raros constituindo aproximadamente 2 % das
neoplasias do sistema gastro-intestinal®.

A ENETS desenvolveu uma proposta de estadiamento TNM para os GEP-NETs
que ainda se encontra em validacao para a aplicacao a clinica e em ensaios de
doentes com GEP-NETs**. No entanto, uma vez que grande parte dos dados
apresentados na literatura, incluindo 0os do NOSSO grupo (estudo publicado em abstract, no Livro de
Resumos da reunido internacional - 5th Annual ENETS Conference — Paris, Franga — 6-8 de Margo de 2008), demonstram a
importancia progndstica do novo sistema de classificaggo TNM da ENETs em
pacientes com GEP-NETSs, decidiu-se utiliza-lo no presente trabalho.

Os GEP-NETs sao tumores habitualmente indolentes, no entanto, alguns
sao indiferenciados e biologicamente mais agressivos. Em 73,8% dos doentes da
nossa casuistica a doenga apresentava-se localizada, em 15,2% com extensao
locorregional e em 9% com metastases a distancia. A frequéncia de metastizacao a
distancia nesta série de GEP-NETs (9%) foi inferior a relatada em séries maiores (25-
90%).

Relativamente a nossa amostra, reflectindo a frequéncia de tumores
neuroenddcrinos do apéndice ileocecal, 84,6% dos doentes apresentavam doenca
localizada, 10,3% doenca locorregional e 5,1% metastases a distancia no momento
do diagndstico.

A frequéncia relativa de tumores neuro-enddcrinos do apéndice ileocecal
da nossa série (31,8%), superior a relatada por grande parte de outros grupos,
resulta provavelmente da nossa instituicao, apesar de ser um Centro de
Cuidados Terciarios / Centro de Referéncia, ter um Servico de Urgéncia de
elevado volume.

A sobrevivéncia aos 5 anos, referida na literatura, dos GEP-NETs bem
diferenciados é de 78-93% para os tumores localizados, 72-74% para os
tumores loco-regionais e 19-38% para os tumores metastizados®. Para a analise
da sobrevida global e sobrevida livre de doenca é essencial um seguimento rigoroso
dos doentes e periodos de follow-up longos. O tempo de seguimento médio na nossa
série foi de 140,8 meses, mediana de 117,5 meses (extremos: 0 — 273 meses); 5/39
doentes (12,5 %) faleceram; 5 doentes (12,5 %) foram perdidos para follow-up,; aos
10 anos de follow-up, mais de 80% dos doentes encontravam-se Vvivos.

Globalmente os resultados de sobrevida da nossa série, confirmam que se
trata de GEP-NETs bem diferenciados com crescimento indolente. Como esperado, o
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indice proliferativo Ki-67 observado foi baixo, quer em tumores sem metdastases quer
com metastases, o que pode explicar a auséncia de significado estatistico observada
entre o indice proliferativo Ki-67 e o estadio dos GEP-NETs desta série.

Apesar dos avancos no conhecimento bioldgico destes tumores, as taxas
de sobrevivéncia tém-se mantido estaveis nas Ultimas 5 décadas®. Actualmente,
a panodplia de tratamentos inclui: cirurgia (a unica forma de tratamento
potencialmente curativa), analogos da somatostatina, andlogos da
somatostatina associados a radioisotopos, terapéutica bioldgica com interferao
alfa, e a quimioterapia'®*°. Muitos estudos tém demonstrado que a inibico da
angiogénese se associa a diminuicdo do crescimento e da metastizagdo numa
variedade de neoplasias, no entanto, o papel dos inibidores da angiogénese nos
GEP-NETSs continua por esclarecer.

Para além da importancia da angiogénese na determinacdo do progndstico e
da sua aplicabilidade terapéutica, a avaliacao ndo invasiva da microvascularizacao
tumoral, por tomografia computadorizada, ressonancia magnética nuclear ou
tomografia por emissao de positrdes, usando marcadores especificos, como
marcadores de moléculas de superficie do endotélio (integrinas, endoglina, VEGF)
podera ter, no futuro, um papel importante no diagndstico, nomeadamente de
recidivas, e na monitorizacdo da resposta terapéutica das neoplasias®*".

Numa tentativa de procurar esclarecer a controvérsia do papel da
angiogénese nos GEP-NETs decidimos avaliar, neste estudo preliminar, a relacdo
entre angiogénese, estadio e progndstico de GEP-NETSs.

Um dos métodos de avaliacdao da angiogénese consiste na determinagao da
densidade vascular. A principal limitagdo na avaliacdo da angiogénese através da
determinacdo da densidade vascular decorre do tipo de marcador utilizado®%3"%,
De modo a avaliar a relacdo entre a angiogénese, o prognostico e estadiamento,
utilizou-se um marcador pan-endotelial, o0 CD31, e o anticorpo monoclonal CD 105
(endoglina) que é um marcador com especificidade tecidular acentuada,
preferencialmente expresso nas células endoteliais dos tecidos em processo de
angiogénese activa. De facto, este estudo constitui um trabalho original utilizando o
CD105 como marcador para a avaliacdo da angiogénese em GEP-NETSs. Para além da
avaliacdo tecidular da endoglina é possivel a sua determinacdo plasmatica que nao
foi determinada neste estudo retrospectivo. Niveis plasmaticos aumentados de

endoglina tém sido descritos em doentes com carcinomas colorectais ou da mama
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metastizados. Os resultados tém sugerido que os niveis plasmaticos de endoglina
podem ser utilizados na identificacdo precoce de metastases e na avaliacao da

resposta a terapéutica anti-angiogénica®**.

No nosso estudo, e de acordo com o descrito na literatura***** nao
detectamos microvasos com expressao de CD105 nos tecidos ndo neoplasicos.

A variabilidade e subjectividade associada a determinacao da densidade
microvascular usando a expressao de CD105 é uma das causas possiveis para a
divergéncia entre os estudos publicados noutros tipos de neoplasias. Neste estudo
verificamos um coeficiente de correlacao significativo entre dois observadores
independentes, que suporta 0s nossos resultados.

A endoglina parece estar expressa em TNEs em estadios precoces e a sua
expressao parece aumentar com o aumento do estadio do TNE. De facto verificamos
que a mediana da densidade microvascular determinada pela expressao de CD105
era baixa em TNEs do apéndice ileocecal em estadios precoces e era maior em TNEs
do pancreas em estadios avangados.

Adicionalmente verificou-se que os tumores com metastizacdo ganglionar
e/ou a distancia apresentavam maior densidade microvascular, mas sem atingir o
nivel de significancia, quando comparados com TNEs ndo metastizados.

A associacao significativa encontrada entre a densidade microvascular dos
TNEs estudados com a sobrevida dos doentes parece dar relevancia bioldgica a
endoglina em GEP-NETSs.

E interessante salientar que no nosso estudo observamos uma correlacio
estatisticamente significativa entre a densidade microvascular, determinada pela
expressao de CD105, e vascular, determinada pela expressao de CD31. Verificamos
também que a densidade vascular, tal como a densidade microvascular, dos tumores
da nossa série se associa significativamente ao estadio dos tumores e a sobrevida
dos doentes com GEP-NETSs.

O escasso numero de tumores hiperfuncionantes desta série impossibilita o
esclarecimento da importancia da angiogénese no estudo funcional dos GEP-NETSs.
No entanto, é interessante verificarmos que os tumores hiperfuncionantes
(insulinoma e glucagonoma) tinham mais vascularizacdo, mas sem significado
estatistico, de que os outros GEP-NETs ndo funcionantes.

Os resultados da avaliacdo da angiogénese nesta série permite admitir que
ha possivelmente incorporacao de vasos do hospedeiro e inducao de neovasos na
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patogénese dos GEP-NETs. O esclarecimento mais adequado desta redundancia de
mecanismos angiogénicos pode ajudar a explicar a controvérsia dos resultados
terapéuticos descritos, designadamente em ensaios clinicos com anti-angiogénicos
em GEP-NETSs.

Parece portanto necessario que na implementacdo da terapéutica anti-
angiogénica se considere a possibilidade de inibir multiplos alvos e em regimes
combinados. Admite-se, com base nestes conceitos, a importancia de estudos de
angidomica e de microarrays selectivos especificos por tipo neoplasico e/ou estadio de
progressao tumoral.

Com base nos nossos resultados é provavel que os doentes com GEP-NETs
de alguns drgaos, com estadios avancados, sejam candidatos para terapéutica anti-
angiogénica.

Muitos investigadores tém sugerido que os inibidores da angiogénese sao
citostéticos e ndo citotdxicos™ . O facto de uma grande percentagem de tumores
neuroenddcrinos apresentar uma evolucao lenta torna dificil a interpretacao da
eficacia terapéutica.

Estudos recentes tém indicado que algumas terapéuticas anti-angiogénicas
aumentam a actividade citotdxica de alguns quimioterapicos devendo estes farmacos
ser utilizados em associagao. Estes autores referem os seguintes argumentos para a
associacao da terapéutica anti-angiogénica com a quimioterapia:

- Os farmacos anti-angiogénicos e citotdxicos actuam
independentemente em diferentes alvos celulares;

- Os anti-angiogénicos diminuem a pressao intersticial e facilitam a
difusdo tecidular dos quimioterapicos;

- Os compostos anti-VEGF aumentam a permeabilidade vascular e o
extravasamento dos agents citotdxicos.

E essencial a realizacdo de estudos com maior nlimero de doentes e tumores,
nomeadamente estudos multicéntricos, para avaliar a reproductibilidade e a
importancia da densidade microvascular / vascular como marcador de resposta aos

inibidores da angiogénese em doentes com GEP-NETSs.
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Numa tentativa de procurar esclarecer a controvérsia do papel da
angiogénese nos GEP-NETs decidimos avaliar, neste estudo preliminar, a relagdo
entre angiogénese, estadio e progndstico de GEP-NETSs.

O tempo de seguimento médio na nossa série foi de 140,8 meses, mediana
de 117,5 meses (extremos: 0 — 273 meses); 5/39 doentes (12,5 %) faleceram; 5
doentes (12,5 %) foram perdidos para follow-up,; aos 10 anos de follow-up, mais de
80% dos doentes encontravam-se vivos.

Globalmente os resultados de sobrevida, da nossa série, confirmam que se
trata de GEP-NETs bem diferenciados com crescimento indolente. Como esperado, o
indice proliferativo Ki-67 observado foi baixo, quer em tumores sem metastases quer
com metastases, o que pode explicar a auséncia de associacdo estatisticamente
significativa entre o indice proliferativo Ki-67 e o estadio dos GEP-NETs desta série.

No nosso estudo, e de acordo com o descrito na literatura***** n3o
detectamos microvasos com expressao de CD105 nos tecidos nao neoplasicos.

A endoglina parece estar expressa em TNEs em estadios precoces e a sua
expressao parece aumentar com o aumento do estadio do TNE. De facto verificamos
que a mediana da densidade microvascular determinada pela expressao de CD105
era baixa em TNEs do apéndice ileocecal em estadios precoces e era maior em TNEs
do pancreas em estadios avancados.

A associacao significativa encontrada entre a densidade microvascular dos
TNEs estudados com a sobrevida dos doentes parece dar relevancia bioldgica a
endoglina em GEP-NETSs.

A densidade vascular, determinada pela expressao de CD31, tal como a
densidade microvascular, dos tumores da nossa série associou-se significativamente
ao estadio dos tumores e a sobrevida dos doentes com GEP-NETSs.

O esclarecimento mais adequado desta redundancia de mecanismos
angiogénicos pode ajudar a explicar a controvérsia dos resultados terapéuticos
descritos, designadamente em ensaios clinicos com anti-angiogénicos em GEP-NETSs.

E essencial a realizacdo de estudos com maior nimero de doentes e tumores,
nomeadamente estudos multicéntricos, para avaliar a reproductibilidade e a
importancia da densidade microvascular / vascular como marcador de resposta aos

inibidores da angiogénese em doentes com GEP-NETSs.

49



6 — RESUMO

50



Introducdo: A angiogénese desempenha um papel importante no
desenvolvimento tumoral e progressao neoplasica numa variedade de neoplasias.
Muitos ensaios pré-clinicos indicam que a inibicdo da angiogénese se associa a
diminuicdo do crescimento e da metastizagdao tumoral. O anticorpo monoclonal CD
105 (endoglina) identifica o receptor do factor transformador do crescimento B1
(TGF-B1), que é uma glicoproteina trans-membranar expressa nas células endoteliais
da angiogénese tumoral. Objectivos: Estudo preliminar para procurar esclarecer a
controvérsia do papel da angiogénese nos GEP-NETs. Material e Métodos: Foram
incluidos no estudo 39 casos com GEP-NETs, submetidos a cirurgia de resseccado
e/ou bidpsia incisional ou excisional, seguidos e tratados no Hospital de Sao Joao do
Porto desde Janeiro de 1978 até Dezembro de 2006. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas em cada caso: localizacdo; modo de apresentacdo; estadiamento
clinico; tipo de resseccdo; dimensdo; metastizacdo ganglionar; metastizacao a
distancia; indice Ki-67; imunorreactividade para CD105; CD31 e cromogranina €
sobrevida. Foi efectuado um “tissue microarray” (TMA) das areas representativas dos
tumores. Apds realizagao do estudo imuno-histoquimico para o CD105, CD31 e Ki-67
foram seleccionadas por 2 observadores 3 areas da neoplasia com maior nimero de
microvasos (“hot spots”) e efectuado contagens de microvasos / campo de grande
ampliagao (x400 - 0.15mm2). Resultados: Os doentes apresentavam a idade
mediana de 42 anos no momento do diagndstico (extremos etarios: 8 — 81 anos de
idade). 18 doentes (46,2%) eram do sexo masculino (M) e 21 (53,8%) do sexo
feminino (F). A relagao sexo M/F foi de 0,86. A frequéncia relativa por drgao foi:
estdmago (2,6%); duodeno (5,1%); pancreas (15,4%); intestino delgado (10,2%);
apéndice ileocecal (64,1%) e colon (2.6%). 5,1% das neoplasias encontravam-se
associadas a sindromes enddcrinos de hiperfungdo (1 insulinoma; 1 glucagonoma).
84,6% dos doentes apresentavam doenca localizada, 10,3% doenca locorregional e
5,1% metastases a distancia no momento do diagndstico. A mediana do tempo de
seguimento dos 39 doentes foi de 118 meses (extremos: 0 — 273 meses). 5/39
doentes (12,5 %) morreram neste periodo de follow-up. 5 doentes (12,5 %) foram
perdidos para follow-up. Os doentes com tumores neuroenddcrinos com
metastizagdo ganglionar ou a distdncia apresentaram um  progndstico
significativamente pior relativamente a doentes sem metastizagdao (p<0,005). Nao
foram verificados microvasos com expressao de CD105 nos tecidos sem neoplasia.
Verificou-se diferencas significativas na densidade de microvasos, determinada pela
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expressao de endoglina, relativamente ao 6rgao envolvido pelo TNE (p=0,03) e ao
estadiamento do tumor (p=0,024). A densidade microvascular dos tumores,
determinada pela expressao de endoglina, relacionou-se significativamente com a
sobrevida dos doentes (p <0,005). Relativamente a expressdo de CD31, foram
verificadas diferencas com significado estatistico na densidade vascular relativamente
a localizacao (p=0,019) e ao estadiamento do tumor (p=0,014). Verificou-se
também que os tumores com metastizacdo ganglionar e/ou a distancia
apresentavam maior densidade vascular relativamente aos tumores sem metastases
(p=0,01). A avaliacdo da sobrevida dos doentes, tendo em consideracdo a densidade
vascular, determinada pela expressao de CD31, revelou resultados estatisticamente
significativos (p <0,005). Foi verificada uma correlagao estatisticamente significativa
(p=0,01) entre a densidade microvascular determinada pela expressao de CD 105 e
a densidade vascular determinada pelo CD 31. Discussdao e Conclusdes: Numa
tentativa de procurar esclarecer a controvérsia do papel da angiogénese nos GEP-
NETs avaliou-se, neste estudo preliminar, a relacdo entre angiogénese, estadio e
progndstico de GEP-NETs. A endoglina parece estar expressa em TNEs em estadios
precoces e a sua expressao parece aumentar com o aumento do estadio do TNE. A
associacao significativa encontrada entre a densidade microvascular dos TNEs
estudados com a sobrevida dos doentes parece realgar a relevancia bioldgica da
endoglina em GEP-NETs. A densidade vascular, determinada pela expressao de
CD31, tal como a densidade microvascular, determinada pela expressao de CD105,
dos tumores da nossa série, associou-se significativamente ao estadio do tumor e a
sobrevida dos doentes com GEP-NETs. O esclarecimento mais adequado desta
redundancia de mecanismos angiogénicos pode ajudar a explicar a controvérsia dos
resultados terapéuticos descritos, designadamente em ensaios clinicos com anti-
angiogénicos em GEP-NETs. E essencial a realizacdo de estudos com maior nimero
de doentes e tumores, nomeadamente estudos multicéntricos, para avaliar a
reproductibilidade e a importancia da densidade microvascular / vascular como

marcador de resposta aos inibidores da angiogénese em doentes com GEP-NETSs.

52



7 — RESUMO (7ng/és)

53



Introduction: Angiogenesis has an important role in tumor growth and
progression. Many pre-clinical investigations have shown that angiogenic inibition is
associated with an inhibition of tumor progression in a variety of tumors. Multi-
centric studies revealed insignificant clinical and biochemical responses of advanced
gastro-entero-pancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NETS) to anti-angiogenic
agents. The monoclonal antibody CD 105 (endoglin) identifies the transforming
growth factor receptor 1 (TGF- B1) which is a trans-membrane glycoprotein that is
expressed on endothelial cells involved in tumor angiogenesis. Aims: Preliminary
study to help clarify the controversial role of angiogenesis in GEP-NETs. Patients
and Methods: 39 patients with GEP-NETs who underwent surgery or biopsy,
treated and followed at Hospital de Sdo Jodao of Porto, from January 1978 to
December 2006, were included in the study. We evaluated the following clinical and
pathological variables for each tumor: localization; presentation form; staging; type
of ressection; size; presence of lymph node metastasis; presence of distant
metastasis; proliferation index (Ki-67); imunorreactivity to CD105; CD31 and
cromogranin and overall survival. A tissue microarray of tumor representative areas
was made. After the imuno-histochemical assay for CD105, CD31 and Ki-67, three
areas of the tumor with the largest number of micro-vessels (“hot spots”) were
chosen and the number of micro-vessels per large magnification field (x 400 -
0.15mm2) was determined. Results: Median age at diagnosis was 42 (extremes of
age: 8 — 81 years). 18 patients (46.2%) were men (M), 21 (53.8%) were women
(F). M/F ratio was 0.86. Relative frequencies, by organ, were: stomach (2.6%);
duodenum (5.1%); pancreas (15.4%); small intestine (10.3%); appendix (64.1%)
and colon (2.6%). 5.1% were functioning tumors (1 insulinoma; 1 glucagonoma).
84.6% of the patients had localized disease at presentation, 10.3% lymph node
metastasis and 5.1% distant metastasis. Median follow-up of the 39 patients was
118 months (extremes: 0 — 273 months). 5/39 patients (12.5 %) died during this
follow-up period. 5 patients (12.5 %) were lost to follow-up. Patients with GEP-NETs
with lymph node or distant metastasis had a significantly worse prognosis relatively
to patients without metastasis (p<0.005). We didn't identify micro-vessels with
CD105 expression in non-neoplastic tissue. We observed statistically significant
differences in microvessel density, determined by CD105 expression, when
considering the organ involved by the tumor (p=0.03) and tumor stage (p=0.024).
Microvessel density of the tumors, determined by CD 105 expression, had a
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significant impact on survival (p<0.005). Vascular density, determined by CD31
expression, also demonstrated statistically significant differences when considering
the organ involved by the tumor (p=0.02) and tumor stage (p=0.014). Tumors with
lymph node metastasis and / or distant metastasis had a higher vascular density,
determined by CD31 expression, when compared to localized tumors (p=0.01).
Vascular density of the tumors also had a significant impact on survival (p<0.005). A
statistically significant correlation (p=0.01) between microvessel density, determined
by CD105 expression, and vascular density, determined by CD 31 expression, was
observed. Discussion and Conclusions: In order to try to help clarify the
controversial role of angiogenesis in GEP-NETs we evaluated, in this preliminary
study, the relationship between angiogenesis, tumor stage and prognosis of GEP-
NETs. In our study, CD105 was expressed in early stages and expression seemed to
increase with tumor progression. The significant association found between
microvessel density and overall patient survival seems to give biological relevance to
endoglin in GEP-NETs. Vascular density, determined by CD31 expression, as
microvessel density, determined by CD105 expression, of the tumors of our study,
had a significant association with tumor stage and patient survival. An adequate
clarification of this redundancy of angiogenic mechanisms may help explain the
therapeutic results published in the literature, namely the clinical trials with
angiogenic inhibitors in GEP-NETs. It is essential to organize multicentric studies
involving angiomics and selective microarrays, to evaluate the reproducibility of our
results and the importance of microvessel / vessel density as a response marker to

angiogenic inhibitors in patients with GEP-NETSs.
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