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"What if cancerous tumors, in order to expand,
needed to trigger the growth of new blood vessels to feed themselves?
And if that was true, what if a way could be found to stop that growth?

Could cancers be starved to death?”

Dr. Judah Folkman (1933-2008) descobriu uma nova abordagem na batalha
contra o cancer: atacar 0S vasos sanguineos que nutrem as células cancerosas.
Os resultados de seus experimentos foram promissores o bastante

para trazer esperanca a pacientes e medicos em todo o mundo.

Dr. Folkman's War

(Angiogenesis and the Struggle to Defeat Cancer)



RESUMO

Introducdo: O Fator de Crescimento Endotelial Vascular - A (VEGF) € um dos
principais promotores da angiogénese e demonstra relagdo com progndstico no
cancer gastrico (CG). Objetivos: Correlacionar a expressao imunoistoquimica do
VEGF com o estadiamento e sobrevida no cancer gastrico. Métodos: 45
espécimes de adenocarcinomas foram avaliados para expressao
imunoistoquimica do VEGF. O estadiamento patolégico (pTNM), caracteristicas
histolégicas e sobrevida foram avaliados empregando os testes ANOVA, analise
multivariada e curva de Kaplan-Meier. Resultados: Foi observada maior
expressdo do VEGF na comparacao entre os estadiamentos IA e IB vs LIl e IV
(p<0,001). O VEGF menos expresso estava relacionado com maior penetracdo do
tumor na parede gastrica (p<0,003) e presenca de comprometimento linfonodal
(p<0,001). Pacientes apresentando tumores com maior expressao de VEGF
tiveram maior sobrevida (HR 0,37; IC 95%: 0,17-0,79). Conclusao: Houve
associacado inversa na expressdo do VEGF com o estadiamento dos tumores
gastricos. A analise multivariada demonstra a expressdo do VEGF como fator

prognéstico independente na sobrevida dos pacientes com cancer gastrico.

Descritores: VEGF-A, Angiogénese, Estadiamento, Progndstico, Cancer gastrico.



ABSTRACT

Background: Vascular endothelial growth factor A (VEGF) is one of the main
promoters of angiogenesis and correlates with gastric cancer (GC) prognosis.
Aims: To evaluate the correlation between immunohistochemical VEGF
expression and the gastric cancer stage and survival rate. Methods: VEGF
expression was evaluated by immunohistochemistry in 45 adenocarcinoma
specimens. Pathologic staging (pTNM), histological characteristics and survival
were assessed using an ANOVA test, a multivariate analysis and the Kaplan-
Meier method. Results: A higher VEGF expression level was observed in stages
IA and IB compared with Il, Ill and IV (p<0.001). A lower VEGF expression level
correlated with a greater tumor penetration level in the gastric wall (p<0.003) and
the extent of tumor spread to the lymph nodes (p<0.001). Higher VEGF scores
correlated with a longer survival time (HR 0.37; 95% CI: 0.17 - 0.79). Conclusion:
An inverse correlation was observed between VEGF expression and gastric tumor
stage. A multivariate analysis demonstrates that VEGF expression is an

independent prognostic factor for survival in gastric cancer.

Keywords: VEGF-A, Angiogenesis, Staging, Prognosis, Gastric cancer.
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1 INTRODUCAO

A angiogénese é o0 termo utilizado para descrever o processo de
crescimento de novos vasos sanguineos. Esté fisiologicamente presente durante
a fase embrionaria e fetal. No adulto € usualmente ausente, restringindo-se a
poucas situacdes onde representa uma etapa essencial, como na reproducao e
cicatrizacdo (1). Nestas situacdes a angiogénese € um processo ordenado e
autolimitado, resultado do equilibrio entre fatores estimuladores e inibidores da
proliferacdo vascular. Quando a multiplicacdo vascular aumenta, a angiogénese
persistente e ndo controlada, torna-se patologica e sustenta a progressdo de
muitas doencas neoplasicas e nao-neoplasicas. A angiogénese associada a
tumores sélidos é um processo em que novos capilares sdo formados no estroma
tumoral a partir de células endoteliais do hospedeiro, garantindo perfusdo de
oxigénio e nutrientes e remocao de metabdlitos toxicos (2).

A idéia do crescimento tumoral dependente da neovascularizacdo originou-
se no inicio dos anos 60, a partir de experimentos in vitro onde células tumorais
foram inoculadas em o6rgéos perfundidos isolados (3). A completa auséncia de
angiogénese, devido a artefatos de perfusdo, resultou em restricdo do
crescimento tumoral até o diametro maximo de 2 a 3 mm, sendo interrompido seu
crescimento e passando a um estado quiescente, porém viavel. Quando estes

pequenos tumores foram transferidos a mesma linhagem do camundongo, do
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qual se originaram, desenvolveram neovascularizacdo e cresceram acima de
1000 vezes com relacdo ao seu tamanho prévio. A partir destes experimentos, a
hipétese proposta foi de que células endoteliais poderiam limitar a expansao
tumoral e sem neovascularizagdo, a maioria dos tumores sélidos interromperia
seu crescimento ao atingir o diametro aproximado de 2 a 3 mm (4, 5). Folkman et
al., isolaram um fator em tumores humanos e animais denominado tumor-
angiogenesis factor (TAF) que demonstrou atividade mitogénica celular,
estimulando a rapida formacéo de novos capilares em experimentos com animais
(6). A partir do isolamento do TAF e baseando-se em suas observacdes
anteriores, Folkman descreveu pioneiramente, que a angiogénese € um pré-
requisito para o crescimento tumoral e ndo simplesmente um efeito colateral
deste, estabelecendo a hipbtese de que o crescimento tumoral € angiogénese-
dependente: “uma vez que o tumor tenha ocorrido, cada aumento na populagao
celular deve ser precedido pela proliferacdo de novos vasos capilares,
convergindo ao tumor”. Apos a identificagdo do TAF, uma série de reguladores
positivos da angiogénese comecaram a ser identificados (7). Dentre eles, os mais
estudados em tumores humanos, sao o fator de crescimento fibroblastico basico
(bFGF) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Durante a atividade
angiogénica, uma ou mais destas proteinas sao liberadas pelas células tumorais,
difundindo-se através dos tecidos e, alcancando a rede vascular do hospedeiro,
desencadeando uma sequéncia de eventos, tais como: degradacdo da membrana
basal, protusédo e migracao celular endotelial em direcado ao estimulo angiogénico,
formacdo de colunas e alcas capilares através da intensa proliferacdo celular,

seguida de canalizacdo e perfusdo sanguinea (1, 2). Porém, as células tumorais
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nao sao a Unica fonte destas proteinas no estroma tumoral. O tumor pode recrutar
macrofagos, os quais produzem suas proprias proteinas angiogénicas. Os
mastoécitos também séo recrutados, e repletos com heparina, ampliam o efeito do
bFGF. Além das proteinas angiogénicas liberadas pelas células tumorais, o
bFGF, armazenado na matriz extracelular, também é mobilizado por colagenases
ou heparinases. Porém, a liberacdo desses fatores de crescimento, isoladamente,
nao é o suficiente para o inicio da atividade angiogénica tumoral. O estimulo
angiogénico deve ser acompanhado da supressdo dos inibidores locais da
angiogénese — os reguladores negativos — que protegem o endotélio vascular do
estimulo proliferativo (8). Diversas proteinas na circulacdo inibem a proliferacédo
celular endotelial, incluindo o fator plaquetario 4 (PF,), thrombospondin-1, fator de
transformacdo do crescimento beta TGF-B, inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-3), Interferon alfa (a-IFN), prolactina
(fragmento 16-Kd) e angiostatina (fragmento 38-Kd do plasminogénio).

A atividade angiogénica em um determinado tumor € um processo
complexo, sendo determinada pela quebra no equilibrio local entre os reguladores
positivos e negativos da proliferacdo microvascular, na qual os negativos sdo
suprimidos.

O papel da angiogénese como fator prognéstico, somente foi reconhecido a
partir do relato de Weidner et al., (1991) que, além de investigarem a angiogénese
em carcinoma de mama, introduziram a metodologia de contagem microvascular
(9). Desde os resultados promissores desta publicacdo, o papel da angiogénese
tem sido extensamente investigado e ampliado a praticamente todos os tumores

sélidos humanos (10). O numero de estudos que determinam a angiogénese
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como fator prognostico em tumores de mama, pulmao, trato gastrointestinal,
geniturinario e pele superam amplamente aqueles que ndo encontraram tal
associacao (11-13).

Os microvasos intratumorais sao identificados através de imunoistoquimica
em seccoes histoldégicas tumorais com parafina e sua contagem é feita por
visualizacdo através de analise computadorizada em aumento de 200 vezes —
através desse método é possivel calcular a densidade de microvasos. Diversos
marcadores endoteliais sdo disponiveis: Anti-CD31, Anti-FVIII, Anti-CD34, Anti-
CD36, PAL-E, BMA120-BW200 e EM-4. Embora o melhor marcador para
avaliacdo angiogénica ndo tenha ainda sido estabelecido, o anti-CD34 tem
demonstrado ser superior em secc¢des com parafina (14).

No trato gastrointestinal, a imunoistoquimica tem propiciado achados
importantes na angiogénese em tumores de diferentes estadiamentos (15).

Cavazzola em 2003 (16), estudou a expressdo do VEGF em tumores de
esb6fago e Toneto em 2006 (17), a microdensidade vascular (MDV) em tumores
gastricos, ndo sendo observado nos dois estudos relacdo do VEGF e MDV com a
sobrevida.

Fillmann em 2006 (18), observou associacdo positiva da MDV e expresséo
imunoistoquimica do fator tecidual (FT) em amostra de tumores de célon, sendo a
MDV maior e o TF mais expresso nos pacientes com média de idade mais
avancada (60,2+11,5 vs 42,6+10,2; p<0,01).

Uma meta-analise publicada em 2011 correlacionou a expressao
imunoistoquimica do VEGF com a sobrevida e fatores progndésticos no cancer

gastrico (19). Foi observada pior sobrevida em pacientes que expressavam mais
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intensamente o VEGF e associacdo com fatores de pior progndéstico como
invasdo de parede gastrica, presenca de metastases linfonodais e estadiamento
avancado. O VEGF demonstrou estar relacionado a angiogénese do cancer
gastrico e a promocéao do seu crescimento.

Em estudo realizado por Feng et al, (2002) utilizando método
imunoistoquimico para avaliacdo da angiogénese em neoplasias gastricas, a
expressao aumentada de VEGF e oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) foi bem
correlacionada com a classificagdo TNM, sendo o p53 mais presente nos tumores
menos diferenciados em comparacdo com os bem diferenciados. Neste estudo
nao houve relacdo com a profundidade de invasdo da parede gastrica (20).
Posteriormente em trabalho realizado em 2005 por Yamaguchi et al., observou-se
que o p53, o VEGF e a INOS podem ser responsaveis pela carcinogénese
gastrica e pela agressividade dos tumores (21). Koide et al., (2002) relataram o
uso da imunoistoquimica para a avaliacdo de proliferacdo celular em pacientes
com metéstase hepatica de cancer gastrico (22). O indice de proliferagcdo medido
pelo Ki-67 foi 43,2% no tumor priméario, 39,9% na metastase sincrbnica e
aumentou nas metastases metacrénicas ressecadas. Comportamento semelhante
ocorreu com indice apoptotico e densidade de microvasos tumorais. Através do
efeito na proliferacdo, da apoptose e da angiogénese ficou indicado pelo estudo
que o crescimento do tumor em metastases hepaticas sincronicas € menos
vigoroso que em metastases metacronicas (22).

Tumores gastricos localmente avancados inoperaveis também foram
investigados em relacdo a densidade dos microvasos tumorais, expressao do p53

e do VEGF, demonstrando que a expressao do p53 parece estar relacionada a
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densidade de microvasos (23). A densidade de microvasos, por sua vez, se
mostrou associada ao pior prognoéstico. Os dados encontrados frente aos
marcadores citados tornou possivel aos autores postularem que a utilizacao dos
ensaios imunoistoquimicos permitiria a divisdo de até 80% dos tumores gastricos
em categorias, 0 que é (til para novas estratégias terapéuticas envolvendo drogas
e estudos em fase Il (23) .

Agentes anti-angiogénicos utilizados de maneira isolada ou em
combinagédo com terapias convencionais ja estdo em estudo em diversos tipos de
cancer (24-27). Estes ensaios sdo baseados em estratégias que interferem
diretamente na vascularizacdo tumoral atuando em receptores, na transducao e
sinalizacao de moléculas envolvidas na angiogénese.

A expressdo da proteina VEGF pode representar um marcador de
prognéstico poderoso, ajudando na identificacdo de pacientes de alto risco e
auxiliando na tomada de decisdo sobre o tratamento, além de ser alvo potencial

no bloqueio da angiogénese e progressao do cancer gastrico.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER GASTRICO

O céancer gastrico vem apresentando declinio importante em incidéncia e
mortalidade nos dltimos 70 anos. Apesar da diminuicédo, ainda permanece como o
guarto cancer mais prevalente e segunda causa de morte por neoplasia no mundo
(28). Apresenta maior frequéncia nos homens (2:1), principalmente apos a sexta
década de vida. No Japédo sdo encontradas as maiores taxas de cancer gastrico
com 100 casos por 100.000 habitantes (29,30). No Brasil as taxas de cancer
gastrico diferem conforme as regides, sendo estimados para 2012 de 11,86 a

14,83 casos por 100.000 habitantes homens na regido Sul. (Figura 1) (31).

B 148421896
52 11,86 a 14,83
8,37 a 11,85

4,58 a 8,36

Figura 1: Estimativa regional de céncer gastrico para 2012 no Brasil. (Incidéncia por
100.000/hab. homens).
Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA).
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Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), considerando
a populacdo masculina, em 2012 o Rio Grande do Sul tera 760 novos casos de
cancer gastrico com taxa de 14,9/100.000 habitantes e Porto Alegre 100 novos

casos com taxa bruta de 15,4/100.000, conforme descrito na Tabela 1 (31).

Tabela 1 - Estimativa de novos casos de cancer gastrico para 2012 no RS

Local Novos casos Taxa Bruta por 100.000 Hab
Rio Grande do Sul 760 14,9
Porto Alegre / RS 100 15,4

Taxas brutas de incidéncia por 100.000/ hab. homens. RS: Rio Grande do Sul
Fonte: Instituto Nacional do cancer (INCA).

A etiologia do cancer gastrico € multifatorial com marcada variacao
geografica sugerindo fatores ambientais relacionados ao estilo de vida. A ingesta
de alimentos preservados no sal e defumados sédo considerados fatores de risco
(32). A infeccdo pelo Helicobacter pilory cria condigbes favoraveis para o
surgimento do cancer pela inducéo de inflamacédo crénica, atrofia e metaplasia e
aumenta em até seis vezes a chance de desenvolver a doenca (33, 34). A
participacdo da bactéria na génese do cancer pode explicar a relacdo entre a
diminuicdo mundial do niamero de casos de cancer de estdbmago e a melhor
conservacao dos alimentos, principalmente nos paises desenvolvidos.

Pacientes gastrectomizados para tratamento de doenga benigna gastrica
ou duodenal tém um risco maior de desenvolver neoplasia no coto gastrico
decorridos 15 anos de cirurgia, independente do tipo de reconstrucao intestinal
realizada (35). A antrectomia leva a diminuicdo da secrecdo cloridro-péptica,

refluxo de secrecdo pancreética e biliar e por fim metaplasia intestinal.
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O tabagismo é outro fator de risco associado ao cancer de estdbmago. Em
recente estudo o risco relativo calculado em homens tabagistas foi de 1.98 (HR
1.98; 95% CI: 1.46-2.70) comparado com aqueles que nunca fumaram (36).

O réapido desenvolvimento tecnoldgico e melhor conhecimento da biologia
molecular das neoplasias, proporcionou na Ultima década, a identificacdo de
diversas alteracfes genéticas relacionadas a carcinogénese. Apesar de alguns
mecanismos moleculares ainda ndo estarem claros, alteracbes em proto-
oncogénes e perda de funcdo de genes supressores tumorais, sdo consideradas
as principais causas do desenvolvimento neoplasico (37). Alteracbes nos proto-
oncogénes estdo usualmente associadas com amplificacdo, mutacdo e
translocagdo enquanto alteragbes genéticas nos genes supressores estdo
relacionadas a delecdo, mutacdo e metilacdo. Essas alteracdes sdo de grande
utilidade como biomarcadores e tém aplicacao clinica no diagndstico, prognostico

e predicao na resposta terapéutica do tratamento dos tumores solidos (38).

2.2 CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICAS DO CANCER GASTRICO

Os tumores malignos do estdbmago sado na sua maioria (mais de 95%)
adenocarcinomas (28). A Associacao Japonesa do Cancer Gastrico desenvolveu
uma classificagdo macroscopica derivada daquela descrita por Borrmann(39) e da
proposta pela Sociedade Japonesa de Endoscopia(40), dividindo os tumores em

superficiais (precoces) e avancados (Figura 2).
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Figura 2: Classificacdo do cancer gastrico. Tipo superficial (esquerda) e tipo avancado
(direita).
Fonte: Traduzido - Associag¢éo Japonesa do Cancer Gastrico (40).

O conceito do carcinoma gastrico precoce foi portanto, descrito pela
primeira vez pela Sociedade Japonesa de Endoscopia. Os tumores considerados

bY

precoces estao restritos a mucosa e submucosa, sem penetracdo na camada
muscular propria. Apresentam progndstico favoravel e melhor sobrevida em 5

anos quando comparados aos carcinomas avangados (41). (Figura 3).

Tumor na parede gastrica N

Figura 3: Estadiamento do cancer gastrico. Componente T (penetracdo na parede
gastrica) e N (comprometimento linfonodal).
Fonte: Johns Hopkins webpage / Associacdo Japonesa do Cancer Gastrico (40).
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A classificacdo de Lauren divide os adenocarcinomas gastricos em dois
tipos histologicos: tipo intestinal e difuso (42). Nakamura e colaboradores
propuseram uma classificacdo baseada no grau histologico diferenciado e
indiferenciado (43), na qual o tipo diferenciado apresenta formacédo de glandulas
(adenocarcinoma tubular e papilar) e o indiferenciado pouca ou nenhuma
formacéo glandular (anel de sinete). Desta maneira podem ser estratificados em
bem diferenciados (G1) e indiferenciados (G4) com dois graus intermediarios (G2
e G3). Os tumores indiferenciados estdo associados com pior progndéstico quando

comparado com outros tipos histologicos (44).

2.3 ESTADIAMENTO DO CANCER GASTRICO

O sistema de estadiamento do cancer gastrico ja sofreu varias atualizacbes
pela Unido Internacional Contra o Cancer (45, 46), sendo a 72 edicdo descrita em
2010 (47). Seus componentes sdo representados pelas letras TNM: Onde T
representa a penetracao do tumor primario na parede gastrica (Tabela 2), a letra
N representa a extensdo de linfonodos na cadeia ganglionar (Tabela 3) e M a

presenca ou auséncia de metastases a distancia (Tabela 4)(47).
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Tabela 2 - Classificacdo T

ESTAGIO DESCRICAO
TX Tumor primério ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ. Intra-epitelial sem invasédo da lamina propria
Invasdo da lamina propria (muscular da mucosa ou submucosa)
T1 Tla Invasdo da muscular da mucosa
T1b Invasdo da submucosa
T2 Invasdo da muscular propria
T3 Penetra(;ﬁo da subserosa sem invaséo de peritonio visceral ou
orgao adjacentes
Invasdo da serosa ou tecidos adjacentes
T4 T4a Invaséo da serosa
T4b Invasdo de orgaos adjacentes

Categoria T, representa penetragdo do tumor na parede gastrica.
Fonte: Classificagdo TNM no cancer gastrico 72 ed., 2010 (47).

Tabela 3 - Classificagdo N

ESTAGIO DESCRICAO
NX Linfonodos regionais nao podem ser avaliados
NO Sem envolvimento linfonodal
N1 1-2 linfonodos invadidos
N2 3-6 linfonodos invadidos
7 linfonodos invadidos
N3 N3a 7 a 15 linfonodos invadidos
N3b > 15 linfonodos invadidos

Categoria N, representa comprometimento linfonodal.
Fonte: Classificacdo TNM no cancer géastrico 72 ed., 2010 (47).

Tabela 4 - Classificagdo M

ESTAGIO DESCRICAO
MO Sem metastases a distancia
M1 Com metastases a distancia

Categoria M, representa a presencga ou auséncia de metastase a distancia.
Fonte: Classificagdo TNM no cancer gastrico 72 ed., 2010 (47).
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2.3.1 Estadiamento TNM no cancer gastrico

Quando agrupadas as categorias T, N e M em combinacbes pré-
estabelecidas, o estadiamento final sera obtido (Tabela 5 e 6). Pode ser dividido
em estadiamento clinico e patologico. O estadiamento clinico é determinado com
dados de exame fisico e exames complementares. O estadiamento patoldgico
baseia-se nos achados cirdrgicos e no exame anatomo-patologico da peca
operatoria, determinando a extensdo da doenca com maior precisdo. O
estadiamento implica em prognostico e resposta terapéutica semelhante nos

tumores com a mesma classificacao histopatoldgica e extensdo da doenca.

Tabela 5 - Estadiamento anatomo-patologico do cancer gastrico (pTNM)

ESTADIAMENTO T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO

o T2 NO MO
Estadio IB T1 N1 MO
T3 NO MO

Estadio IIA T2 N1 MO
T1 N2 MO

T4a NO MO

o T3 N1 MO
Estadio 1IB T2 N2 MO
T1 N3 MO

T4a N1 MO

Estadio IlIA T3 N2 MO
T2 N3 MO

T4b NO ou N1 MO

Estadio 1lIB T4a N2 MO
T3 N3 MO

s T4b N2 ou N3 MO
Estadio 1lIC T4a N3 MO
Estadio IV qualquer T gualguer N M1

Fonte: Classificagdo TNM no cancer gastrico 72 ed., 2010 (47).
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Tabela 6 - Estadiamento final TNM e componentes individuais

NO N1 N2 N3
Tla (mucosa), T1lb (submucosa) 1A B A 1B
T2 Muscular propria IB A IIB A
T3 Subserosa A 1B A 115]
T4a Invasao serosa B A B nc
T4b Invasédo 6rgaos adjacentes B B nc ][e
M1 Metastase a distancia (QqT, QgN) A\

Fonte: Traduzido e adaptado do AJCC Cancer Staging Manual (46).

2.4 TRATAMENTO DO ADENOCARCINOMA GASTRICO

O tratamento do cancer de estbmago com objetivo de cura compreende

desde a resseccdo endoscépica em tumores precoces restritos a mucosa até a

gastrectomia total com margem de seguranca, englobando o grande epiploon e

cadeias linfonodais regionais (Figura 4).
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Figura 4: Cirurgia do cancer géstrico conforme localizacao tumoral.

Fonte: Site Johns Hopkins, Gastroenterology and Hepatology.

Gastrectomia total
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Em estagios iniciais quando a neoplasia estd restrita a mucosa sem
invasdo da lamina propria, o tratamento podera ser feito com a resseccao
endoscopica. Uma invasao tumoral clinicamente confinada a mucosa com
tamanho igual ou menor que 2cm e com histologia bem diferenciada, constituem
indicacbes para resseccdo endoscopica curativa propostas pela Associacéo
Japonesa de Cancer Gastrico (48).

A cirurgia no cancer gastrico depende principalmente de fatores como
localizacdo do tumor e tipo histologico. A gastrectomia total devera ser a escolha
nas neoplasias localizadas nos dois tercos proximais do estbmago ou naguelas
classificadas como tipo difuso. Les@es histologicas do tipo intestinal localizadas
no terco distal do estbmago, podem ser tratadas por gastrectomias subtotais com
margem cirargica proximal de 5cm e distal de pelo menos 2 a 3 cm (49). A
resseccao linfonodal faz parte do tratamento cirdrgico e deve ser realizada junto
com a resseccao gastrica. Pode ser restrita a ganglios linfaticos préximos ao
tumor (3cm), chamada D1, ou mais extensa, classificada como D2 englobando
linfonodos da bolsa omental, tronco celiaco retroduodenais, hepatoduodenais,
esplénicos além da realizacdo de esplenectomia e pancreatectomia distal. A
ressecc¢ao do tipo D2 por ser mais extensa esta associada com maior morbidade
e mortalidade peri-operatdria, demonstrando em alguns estudos, beneficio na
sobrevida em 5 anos em pacientes com estagio T3/T4 com preservagao esplénica
e pancreatica (50).

Nos pacientes em estadiamento IV apresentando doenca avancada com
invasdo de 6rgdos a distancia, a abordagem cirurgica é apenas paliativa e visa

corrigir complicacdes como obstrucdo ou sangramentos. Neste grupo de
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pacientes, a quimioterapia pode melhorar a sobrevida e controlar sintomas. Os
agentes mais utilizados séo o 5-FU e cisplatina. Novas drogas como o Paclitaxel,
Docetaxel, Irinotecano e S1 (pré-farmaco do 5-FU) estdo sendo utilizadas em
ensaios clinicos com melhores resultados quando utilizados em associacao (51).

A radioterapia pode ser utilizada de forma isolada ou associada a
guimioterapia como tratamento adjuvante em tumores localmente avancados.
Apesar de nao apresentar melhora significativa na sobrevida, parece estar
relacionada a melhor controle loco-regional e tempo livre da doenca (52).

A terapia monoclonal utilizando anticorpos contra alvos bioldgicos
representa nova estratégia contra as neoplasias gastricas (53). O Bevacizumab
atua contra o VEGF, quando utilizado em conjunto com agentes quimioterapicos
convencionais demonstra melhora na sobrevida na comparacdo com placebo e
quimioterapia (54). Outros estudos em fase lll, utilizando Cetuximab como terapia
combinada a quimioterapia em pacientes com céancer gastrico metastatico,
identificaram melhora na sobrevida e diminuicdo do tempo de progressdo da
doenca (55). O tratamento do céncer gastrico esta mudando de maneira rapida.
Os melhores resultados séo obtidos com cirurgia radical e terapia neoadjuvante
pré ou pés-operatérias. Diversos estudos clinicos estdo em andamento utilizando
novas drogas citotdxicas e terapias com agentes monoclonais. Os avan¢os no
entendimento da carcinogénese e seus mecanismos moleculares permitirdo no

futuro, customizar a terapéutica adaptando as caracteristicas individuais de cada

paciente e as diversas apresentacdes do cancer gastrico.
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2.5 FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR E ANGIOGENESE

O VEGF é um dimero protéico formado pela interacdo de duas proteinas,
sinalizadoras com acado autdcrina e paracrina (Figura 5). Essas proteinas ativam
receptores trans-membrana localizados em células endoteliais e exercem potente
acao proliferativa nas células do endotélio vascular. Em humanos, foram
identificados seis sub-tipos: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E e
P1GF (Placental Growth Factor), sendo o VEGF-A (chamado apenas de VEGF), o

mais ativo no processo da angiogénese (56) .

V-3
Figura 5: Representacao cristalografica da molécula do VEGF-A.
Fonte: PyMOL Molecular Visualization System Open source Foundation.

Em situacdes de hipbxia, o VEGF promove intensa proliferacdo celular,
aumento da permeabilidade vascular e inibicdo da apoptose, induzindo a
angiogénese (57). Desempenha desta maneira, papel importante no
desenvolvimento de tumores solidos e formacdo de metastases. Liga-se a
receptores tirosina quinase (VEGFR-1 e VEGFR-2) e sua expressao tecidual pode
ser avaliada por técnica de imunoistoquimica (58).

A angiogénese envolve processos de divisdo celular, degradacao seletiva
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da membrana basal e do ambiente da matriz extracelular seguida por migracéo de
células endoteliais com formacdo de uma nova estrutura tubular. Essas etapas
sdo reguladas por um complexo sistema de controle com fatores pré e anti-
angiogénicos que mantém em equilibrio os sinais de estimulo e inibicdo do
crescimento dos vasos sanguineos. A progressdo de varias patologias como
crescimento de tumores, psoriase, artrite reumatoide e retinopatia diabética, esta
diretamente relacionada ao aumento anormal das redes vasculares (59).

O tumores solidos expressam niveis elevados de VEGF quando
comparados a tecidos normais. De acordo com Hanahan e colaboradores, o alto
nivel de VEGF esta relacionado a hipoxia e ativacdo de oncogénes durante o
crescimento tumoral (60). O chamado "gatilho angiogénico" (angiogenic switch) é
etapa fundamental na progressao dos tumores sodlidos (Figura 6). Ocorre no
momento em que pequenos nodulos neoplasicos em estado quiescente iniciam
seu crescimento supridos por uma nova rede vascular que garante o aporte de
oxigénio e nutrientes (61). Varios fatores sdo responsaveis pelo “gatilho
angiogénico”, dentre eles o estresse metabdlico (hipoxia, hipoglicemia e baixo
pH), estresse mecanico (aumento da presséo local pela proliferacdo celular),

respostas inflamatorias e ativacdo de oncogénes(62).
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Figura 6: Gatilho angiogénico e crescimento tumoral.
Fonte: Adaptado de Bergers e Benjamin (62).

Os processos de regulagdo da angiogénese sao bastante complexos e

ainda ndo estdo completamente elucidados, porém nas Ultimas décadas a

descoberta de novos fatores e rotas moleculares trouxeram avangos significativos

no conhecimento destes mecanismos.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo imunoistoquimica do Fator de Crescimento Endotelial

Vascular (VEGF) na angiogénese do cancer gastrico, correlacionando com

estadiamento da doenca e sobrevida dos pacientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os aspectos clinico-patolégicos e o comportamento biologico

na amostra de tumores gastricos selecionadas;

= Avaliar quantitativamente a expressao imunoistoquimica do antigeno VEGF
correlacionando com a microdensidade vascular na amostra em estudo;

» Investigar a existéncia de associacfes entre os indices de expressao
tecidual do VEGF com fatores prognosticos e sobrevida;

= Determinar a validade da imunoistoquimica do VEGF na angiogénese do
cancer gastrico na amostra estudada,;

= Determinar se a quantificacdo da angiogénese utilizando a expressao do

VEGF acrescenta informacdes a avaliagdo do estadiamento e sobrevida

dos pacientes com cancer gastrico.
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Resumo

Introducdo: O VEGF é um dos principais promotores da angiogénese e
demonstra relagdo com progndéstico no cancer gastrico. Objetivos: Correlacionar
a expressao imunoistoquimica do VEGF com o estadiamento e sobrevida no
cancer gastrico. Métodos: 45 espécimes de adenocarcinomas foram avaliados
para expressdo imunoistoquimica do VEGF. O estadiamento patologico (pTNM),
caracteristicas histolégicas e sobrevida foram avaliados empregando os testes
ANOVA, analise multivariada e curva de Kaplan-Meier. Resultados: Foi
observada maior expressdo do VEGF na comparacdo entre os estadiamentos 1A
e IB vs ILIIl e IV (p<0,001). O VEGF menos expresso estava relacionado com
maior penetracdo do tumor na parede gastrica (p<0,003) e presenca de
comprometimento linfonodal (p<0,001). Pacientes apresentando tumores com
maiores escores de VEGF tiveram maior sobrevida (HR 0,37; 1C95%: 0,17-0,79).

Conclusao: Houve associacdo inversa na expressdo do VEGF com o
estadiamento dos tumores gastricos. A analise multivariada demonstra a
expressdo do VEGF como fator prognéstico independente na sobrevida dos

pacientes com cancer gastrico.

Descritores: VEGF-A, Angiogénese, Estadiamento, Progndéstico, Cancer gastrico.



5.1 Artigo submetido a publicacdo (\Versdo portugués) 41

Introducéo

A Angiogénese é o termo utilizado para descrever o processo de
crescimento de novos vasos sanguineos. Esta fisiologicamente presente durante
a fase embrionéaria e fetal. No adulto, é usualmente ausente, restringindo-se a
poucas situacdes onde representa uma etapa essencial, como na reproducao e
cicatrizacdo (1). Nestas situacfes, a angiogénese € um processo ordenado e
autolimitado, resultando do equilibrio entre fatores estimuladores e inibidores.
Quando a multiplicacdo vascular aumenta sem controle, a angiogénese torna-se
patologica e sustenta a progressdo de muitas doencas neoplasicas e nao-
neoplasicas.

Aidéia do crescimento tumoral dependente da angiogénese, originou-se no
inicio dos anos 60, através dos experimentos in vitro realizados por Folkman et al.
(2). Passou a ser reconhecida como fator prognéstico a partir dos relatos de
Weidner et al.,, que estudaram a angiogénese em carcinoma de mama,
introduzindo a metodologia de contagem microvascular (3). Desde os resultados
promissores destas publicacdes, o papel da angiogénese tem sido extensamente
investigado e ampliado a praticamente todos os tumores sélidos humanos (4).

Diversos fatores pro-angiogénicos sao conhecidos, sendo o VEGF-A
(também chamado apenas de VEGF) um dos principais promotores envolvidos no

processo da angiogénese tumoral (5). Sua expressao tecidual investigada por
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imunoistoquimica tem proporcionado achados importantes no desenvolvimento,
estadiamento e prognéstico dos tumores gastricos (6, 7).

Uma meta-analise publicada em 2011 investigando a expressdo da
proteina VEGF na avaliacao clinico-patolégica de pacientes com cancer gastrico,
demonstrou relacdo com a sobrevida (8), sendo um preditor independente de pior
prognéstico (9). Estes achados apontam o VEGF como um marcador poderoso na
identificacdo de pacientes com desfecho desfavoravel além de ser alvo potencial
no bloqueio da angiogénese e progressdo do cancer gastrico. Com isso, este
trabalho objetiva avaliar a expressdo imunoistoquimica do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) na angiogénese do céancer gastrico correlacionando

com seu estadiamento e sobrevida(9).

Material e Métodos

Dados da amostra e estadiamento do cancer gastrico

Para realizacdo do presente trabalho foi desenvolvido estudo multicéntrico,
no Hospital Sdo Lucas da PUCRS (HSL) e Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), obtendo aprovacéo do Comité de Etica em ambas instituicdes.

Neste estudo foram incluidas 45 amostras de adenocarcinomas gastricos
ressecados cirurgicamente no Hospital Sdo Lucas da PUCRS entre 1995 e 2005.
O estadiamento patoldgico foi definido de acordo com o estabelecido pela Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC) na sua 7% edicdo e incluiu a profundidade

de penetragcdo do tumor na parede gastrica, comprometimento linfonodal e
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presenca de metastases a distancia (10). Outras variaveis clinicas e
histopatoldgicas analisadas foram a idade e sexo dos pacientes, classificacdo de

Lauren e Borrmann, grau de diferenciagéo celular, tamanho do tumor e sobrevida.

VEGF e avaliagdo imunoistoquimica

Os tumores foram submetidos a avaliacdo da expressao imunoistoquimica
para o VEGF, utilizando o anticorpo primério policlonal de coelho A-20 (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). A quantificacdo da expresséo do
VEGF foi realizada por analise digital com o software Adobe Photoshop® CS3
extended 10.0 (Adobe Systems Inc. San Jose, CA, USA), através da contagem
dos pixels corados pela reacdo imunoistoquimica. Foi utilizado um controle
positivo e captura de 10 campos por analise, fornecendo um valor médio final
para cada amostra. O nivel de expressdo da proteina (VEGF) foi determinado
pela multiplicacdo da densidade média da imagem pelo percentual das areas

positivamente coradas pelo anticorpo (areas de coloragcdo marrom).

Microdensidade vascular

As mesmas amostras foram avaliadas em relagdo a microdensidade
vascular(MVD). A marcacdo dos microvasos foi realizada pelo anticorpo CD34
(Class I, clone QBENd 10; DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA) em cortes
imediatamente adjacentes aos usados na identificacdo da area tumoral. A

contagem dos microvasos foi feita pela selecdo dos pontos mais vascularizados
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(hot spots), com auxilio do software Image Pro-Plus 3.0 (Media Cybernetics® Inc,
Silver Spring, USA). O resultado final da contagem de cada amostra foi obtido

pela média aritmética de 20 campos selecionados.

Andlise estatistica

Para variaveis quantitativas e analise descritiva foram utilizadas médias,
desvios-padrédo, valores maximos e minimos. As variaveis qualitativas foram
demonstradas utilizando percentuais. A comparacao entre a expressdo do VEGF
e as variaveis clinico-patoldgicas foi realizada pelo teste exato de Fisher ou qui-
quadrado.

As taxas de sobrevida foram calculadas utilizando-se o método de Kaplan-
Meier e a comparacao entre as curvas pelo teste de log-rank. A influéncia de cada
variavel na sobrevida foi avaliada pelo modelo de regressédo de Cox. Os niveis de
significancia adotados sdo de 5% (p<0,05) nas andlises bi e multivariadas. As
analises foram realizadas com a utilizacdo do software SPSS versédo 18.0 (SPSS

INC., Chicago IL, USA).

Resultados

Dados clinico-patolégicos da amostra

A média de idade dos pacientes estudados foi de 63,6 anos (+10,4), sendo
73,3% individuos do sexo masculino. A localizagdo mais comum do tumor foi no

terco proximal do estbmago (16 casos), seguida dos tercos meédio e distal, ambos
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com 13 casos. Em 3 pacientes (6,67%) o tumor estava presente difusamente em
todo 6rgdo. O tamanho médio do tumor foi de 6,8cm (+4,1), medindo 0 menor

1,5cm e o maior 20cm no maior diametro (Tabela 1).

Tabela 1 (artigo) - Caracteristicas clinico-patolégicas da amostra.

Média de idade (anos) 63,6 £10,4
Sexo masc:fem (%) 73,3:26,7
Tamanho do tumor (cm) 6,8 4,1

Localizacédo do tumor

Proximal n (%) 16 (35,5)
Médio n (%) 13 (28,8)
Distal n (%) 13 (28,8)
Todo 6rgdo n (%) 3 (6,6)

Dados apresentados como média + desvio padrdo ou frequéncias e porcentagem, n=45.

Considerando a classificacdo macroscopica de Borrmann, os tumores do
tipo Ulcero-infiltrativos estavam presentes em 40% dos casos, seguidos pelo tipo
difuso (28,8%) e ulcerado (24,4%). Tumores com invasdo da camada muscular
prépria (T2), caracterizados como avancados, representaram 95,5% da amostra.
Quanto ao grau de diferenciacdo histoldgica das neoplasias, predominaram o0s
adenocarcinomas moderadamente diferenciados (G2) e pouco diferenciados (G3)
com 53% e 44%, respectivamente. De acordo com a classificacdo de Lauren,
foram identificados 42,2% do tipo intestinal e 40% do tipo difuso, sendo o restante
(8%) caracterizado como misto. Na Tabela 2 estdo representadas as
classificagcbes macroscopicas e histoldgicas citadas.

Os componentes do estadiamento patolégico pTNM também foram

avaliados quanto a penetracdo do tumor primario na parede gastrica (T),
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comprometimento linfonodal (N) e presenca de metastase a distancia (M)

conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 2 (artigo) - Classificacdo de Borrmann, Lauren e diferenciacéo celular.

Classificacao de Borrmann n° (%)

0 - Nao macroscopico 3 (6,6)
1 - Polipéide 0 (0,0)
2 - Ulcerado 11 (24,4)
3 - Ulcero-infiltrativo 18 (40,0)
4 - Difuso 13 (28,8)

Classificagao de Lauren n° (%)
Intestinal 19 (42,2)
Difuso 18 (40,0)
Misto 8 (17,7)

Grau de Diferenciagao n° (%)
G1 - Bem diferenciado 1(2,22)
G2 - Moderadamente diferenciado 24 (53,2)
G3 - Pouco diferenciado 20 (44,4)
G4 - Indiferenciado 0 (0)

Dados apresentados como frequéncias e porcentagem, n=45.

Tabela 3 (artigo) - Distribuicdo da amostra em relacéo a penetracdo do tumor.

T Tumor primario n° (%)
Tla Invade lamina propria 1(2,2)
T1b Invade a submucosa 1(2,2)
T2 Invade a muscular propria 4 (8,8)
T3 Invade a subserosa 5(11,1)
T4a Invade a serosa 29 (64,4)
T4b Invade 6rgaos adjacentes 5(11,1)
N Linfonodos regionais n° (%)
NO Nenhum 13 (28,8)
N1 De 1 a 2 linfonodos 5(11,1)
N2 De 3 a6 linfonodos 12 (26,6)
N3 Mais que 7 1(2,2)
N3aDe 7 al5 6 (13,3)
N3b Mais que 16 8 (17,7)
M Metastase a distancia n° (%)
MO 41 (91,1)
M1 4(8.9)

Dados apresentados como frequéncias e porcentagem, n=45.
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Os pacientes nos estagios IlIC e IV compreendem quase a metade da
amostra estudada (46,6%). Nestes pacientes ja havia comprometimento da
camada serosa do 6rgdo ou presenca de metastase a distancia. A Figura 1

demonstra a distribuicdo global dos pacientes por estagio TNM patologico.
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Figura 1 (artigo): Distribuicdo total da amostra por frequéncia de estadiamento pTNM.

Expressdo imunoistoquimica do VEGF

A porcentagem da expresséo tecidual da amostra variou de 24,26 a 44,43.
A média foi de 30,23% (+4,23) e a mediana de 29,54%. O valor de 30% foi
utilizado como ponto de corte, dividindo a amostra em dois grupos (VEGF com
escore igual ou acima de 30% e VEGF com escore abaixo de 30%). A Figura 2

demonstra a expressao tecidual do VEGF.
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Figura 2 (artigo): Fotomicrografia de adenocarcinoma gastrico em aumento de 400 X.
Exame imunoistoquimico demonstrando expressdo do VEGF(coloragdo marrom) com
escore acima de 30% (A) e abaixo de 30% (B).

Relacdo da expresséo do VEGF e estadiamento

Foi observada associacao inversa na expressédo do VEGF e estadiamento
TNM patoldgico. Os estadiamentos IA e IB apresentaram maior expressao
tecidual da proteina quando comparados (ANOVA) com os estadiamentos I, Ill e

IV (p<0,001). (Figura 3).
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Figura 3 (artigo): Associagéo entre expressao do VEGF e estadiamento TNM patolégico.

A forca de associacdo do VEGF com o estadiamento foi analisada pelo
teste exato de Fisher, considerando a penetracdo na parede gastrica (T),
comprometimento linfonodal (N) e presenca de metastase a distancia (M). O
tamanho do tumor, grau de diferenciacao celular (G), classificacdo de Borrmann e
Lauren também foram investigados. Houve diferenca significativa no grau de
penetracdo do tumor na parede gastrica (p<0,003) e comprometimento linfonodal
(p<0,001). A sobrevida mediana em 20 meses foi maior no grupo com expressao

mais intensa do VEGF (p<0,003) (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4 (artigo) - Associacdo do VEGF com estadiamento pT, pN e M.
VEGF < 30% VEGF 2 30% P
n=26 n=19
Penetracao na parede
TleT2 0 (0,0) 6 (31,6)
0,003*
T3eT4 26 (100) 13 (68,4)
Linfonodos
NO 2(7,7) 11 (57,9) .
N1 a N3b 24 (92,3) 8(42,1) 0,001
Metastase a distancia
MO 22 (84,6) 19 (100)
M1 4 (15,4) 0 (0,0) 0,126

*Estatisticamente significativo para p<0,05.

Tabela 5 (artigo) - Associacdo do VEGF com caracteristicas histopatoldgicas e

sobrevida.
VEGF < 30% VEGF 2 30% P
n=26 n=19

Classificacao Borrmann

Polipdide / Ulcerado 17 (65,4) 15 (78,9)

Ulcero-infiltrativo / Difuso 9 (34,6) 4 (21,1) 0321
Classificacao de Lauren

Intestinal 10 (38,5) 9 (47,4)

Difuso / misto 16 (61,5) 10 (52,6) 0,550
Tamanho do tumor (cm)

<5 8 (30,8) 8 (42,1) 0.433

=5 18 (69,2) 11 (57,9) ’
Diferenciacéo celular

Bem / moderadamente 13 (50,0) 12 (63,2)

Pouco / Indiferenciado 13 (50,0) 7 (36,8) 0,380
Sobrevida

Mediana (meses) 11,0+6,4 24,0+£13,8 .

Em 5 anos (%) 10,346,3 43,0+6,12 0,003

*Estatisticamente significativo para p<0,05.
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Para verificar a associacdo da sobrevida com um conjunto de fatores
prognosticos, foram utilizadas andlises de regressdo logistica de Cox (Hazard
Ratio). A expressdo aumentada de VEGF (230%) demonstrou associagdo com
maior tempo de sobrevida (HR 0,35; 1C95%: 0,17- 0,74) na analise univariada,
mantendo esta relacdo quando ajustada para possiveis fatores de confuséo
(idade, classificacdo histolégica de Lauren e diferenciacdo celular) (HR 0,37;

IC95%: 0,17-0,79) Tabela 6.

Tabela 6 (artigo) - Andlise de sobrevida pelo modelo de regressédo de Cox com

analise uni e multivariavel.

UNIVARIADA MULTIVARIAVEL

HR IC 95% P HR* IC95% P
VEGF = 30 0,35 0,17a0,74 0,006* 0,37 0,17a0,79 0,010*
ldade = 60 anos 1,31 0,62a2,76 0,463 1,47 0,69a3,10 0,313
Sexo masculino 0,85 0,39a182 0,681 - - -
T3 e T4 (penetracdo parede) 2,86 0,86a9,47 0,084 — - -
Linfonodos positivos 242 1,07a5,44 0,033 — — -
Borrmann difuso 161 0,79a3,30 0,186 - - -
Lauren difuso 1,89 0,93a383 0,075 1,04 0,34a3,18 0,945
Tamanho tumor >5 1,30 0,63a268 0,476 - - -
G3 pouco diferenciado 265 13l1ab5,36 0,007 251 0,81a7,71 0,107

*Estatisticamente significativo para p<0,05. (n=45; 6bitos=34).

HR: Hazard ratio n&o ajustado; IC: intervalo de confianca; P: significancia estatistica;
HR**: Hazard ratio ajustado obtido em modelo de regressédo de azares proporcionais de
Cox com fatores selecionados. VEGF: Fator de crescimento do endotélio vascular.
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Densidade microvascular e estadiamento

A avaliacdo da densidade vascular foi realizada pela contagens de vasos
em areas de maior vascularizacdo conforme descrito anteriormente. Apresentou
variacdo de 16,9 a 105 vasos/campo (£19.39). A andlise da microdensidade
vascular ndo demonstrou diferenca significativa em relacdo ao estadiamento,
embora os tumores classificados no estagio IA tenham apresentado maior

densidade microvascular quando comparados com os demais estagios (Figura 4).
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Figura 4 (artigo): Relacdo microdensidade vascular com estadiamento TNM patolégico.
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Andlise de sobrevida global

O tempo total de seguimento foi de 96 meses. Apenas 11 pacientes

(24,4%) continuavam vivos até o final do estudo. A sobrevida global em 5 anos

calculada pela curva de Kaplan-Meier foi de 23,7% (figura 5).
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Figura 5 (artigo): Curva de Kaplan-Meier de sobrevida global.
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Relac&o da sobrevida com a expressao do VEGF

Observou-se maior tempo da sobrevida no grupo de pacientes que
expressavam mais intensamente o VEGF. Os pacientes com escore de expressao
imunoistoquimica igual ou maior que 30, viveram em média 24,0 (x13,8) meses
qgquando comparados aos pacientes que apresentavam escore abaixo de 30

(11,0+6,4). A diferenca foi significativa para p< 0,003.

Survival Functions

. VEGF30
11.00
P":O, 003 —— .00-censored
L —1.00-censored
0.8
0.67

VEGF >30%

=+

Sobrevida

4
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Figura 6 (artigo): Curva de sobrevida (Kaplan-Meier) de acordo com a expressdo do
VEGF.
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Discussao

No céancer de estbmago variaveis relacionadas ao estadiamento como grau
de penetracdo na parede gastrica, envolvimento linfonodal, presenca de
metastases, tipo histolégico e grau de diferenciacdo celular, sdo elementos
importantes no prognaostico e sobrevida, influenciando diretamente na escolha do
tratamento.

Fatores pro-angiogénicos secretados pelas células tumorais e sua
associacdo com caracteristicas clinico-patolégicas sdo motivo de pesquisas na
busca de marcadores progndsticos e possiveis alvos terapéuticos (11, 12).

O VEGF por ser um potente promotor da angiogénese, vem sendo
amplamente estudado e sua expressao tecidual esta descrita em diversas
publicacdes como fator independente de pior progndéstico no cancer gastrico (9)

Em situacdes de hipbxia, o VEGF promove intensa proliferacdo celular,
aumento da permeabilidade vascular e inibicdo da apoptose, induzindo a
angiogénese (13). Desempenha desta maneira, papel importante no
desenvolvimento de tumores sélidos e na formacdo de metastases. Liga-se a
receptores tirosina quinase (VEGFR-1 e VEGFR-2) e sua expressao tecidual pode
ser avaliada por técnica de imunoistoquimica (14).

O método de avaliagdo imunoistoquimica empregando softwares para
analise de imagem, permite identificar de maneira mais eficiente areas de
interesse coradas pelos reagentes. Apesar de ndao haver consenso em relacao ao

melhor método de andlise digital, esta vem sendo amplamente empregada em
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exames imunoistoquimicos e demonstra ser mais confiavel na mensuracdo de
marcadores do que a avaliagdo exclusivamente visual e subjetiva (15).

Embora a maioria dos trabalhos correlacione a expressdo aumentada do
VEGF ao pior prognostico no cancer gastrico, ainda ndo esta plenamente claro
seu papel como possivel biomarcador na pratica clinica. Alguns autores
demonstraram auséncia (16) ou relacao inversa na expressdao do VEGF com o
estadiamento do cancer gastrico. Cabuk et al., em 2007 (17), verificaram maior
expressdo do VEGF em tumores sem invasdao da camada serosa quando
comparados a estadiamentos avancados. Schimanski et al., em 2011 avaliaram a
expressdo do VEGF em amostras de 69 adenocarcinomas gastricos, observando
relacéo inversa do VEGF com metastase a distancia e estadiamento (18).

Os resultados conflitantes na literatura provavelmente se devem a
diferentes metodologias na avaliacdo do VEGF, namero diverso de amostras
incluidas nas pesquisas e polimorfismo genético das neoplasias investigadas.

No presente estudo a avaliagdo imunoistoquimica do VEGF em 45
amostras de adenocarcinomas gastricos demonstrou correlacdo inversa de sua
expressdo com o estadiamento patoldgico. Os estadiamentos IA e IB
apresentaram maior expressao tecidual da proteina quando comparados com 0s
estadiamentos Il, Il e IV (p<0,001).

Quando investigada isoladamente a penetragcdo tumoral na parede
gastrica, as lesdes nos grupos T1 e T2 obtiveram maiores escores de expressao
do VEGF em relacédo aos estadiamentos T3 e T4 (Invasdo de serosa e 0rgaos

adjacentes) (p<0,003). A mesma relacdo foi identificada no comprometimento
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linfonodal dos pacientes estudados, sendo a maior expressao encontrada no
grupo de pacientes sem linfonodos positivos (NO) (p<0.001).

Variaveis histopatolégicas como grau de diferenciacdo celular e
classificacdo de Lauren sdo de importancia clinica, pois tumores do tipo difuso e
pouco diferenciados, apresentam comportamento mais agressivo com pior
prognoéstico. Na avaliacdo de 150 amostras de tumores gastricos, realizada por
Demash et al., em 2011 (19), a maior expressdo de VEGF foi encontrada em
tumores difusos com pouca diferenciacdo celular quando comparados com o tipo
intestinal (p<0,01).

Na nossa amostra a propor¢cdo de tumores do tipo intestinal e difuso foi
semelhante, ndo sendo observada diferenca significativa na expressao do VEGF
na comparacao com a classificagéo de Lauren.

A meta-andlise publicada por Chen et al.,, (8) descreve tendéncia de
correlagéo positiva do VEGF com idade (>60 anos, p=0,005), tamanho do tumor e
grau de diferenciacdo histoldgica no céncer gastrico. No presente estudo tal
associacdo nao foi significativa em relacdo as variaveis descritas. Também néo
houve diferenca em relacdo a classificacdo de Borrmann e tamanho do tumor na
comparacao com a expressao do VEGF.

Os pacientes incluidos neste estudo tiveram seguimento por 96 meses e a
sobrevida mediana calculada em 20 meses. Escores de VEGF = 30 foram
associados com maior tempo de sobrevida (p< 0,003). A analise de regressao
multivariada foi empregada para evitar interferéncias de fatores de confuséo
(idade, classificagdo de Lauren e diferenciagdo celular). Apés o ajuste dessas

variaveis, a maior sobrevida se manteve relacionada com maior expressao do
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VEGF (HR 0,37; 1C95%: 0,17-0,79) sendo este, um fator progndstico positivo
independente para sobrevida nesta amostra. Este comportamento também é
verificado na curva de sobrevida de Kaplan-Meier com diferenca significativa no
tempo de sobrevida entre grupos de maior e menor expressao do VEGF.

A avaliacdo da microdensidade vascular (MDV) é realizada pela contagem
de microvasos em secOes histoldégicas tumorais, empregando técnica de
imunoistoquimica e uso de anticorpos monoclonais para marcacao do endotélio
vascular (CD31 ou CD34) (20). A relacdo da MDV com pior progndéstico tem sido
demonstrada no cancer gastrico (21) e esta relacionada com estadiamentos mais
avancados e pior sobrevida (21, 22). Este achado nao foi reproduzido em nosso
estudo, sendo a maior média de microvasos/campo identificada no estagio
IA(63,56) comparada com estagios 1B(51,48), 11A(45,95), 11B(51,94,09), 111A(35,9),
1IB(42,5), 11IC(54,74) e 1V(43,4). Esta relacdo entre a MDV e estadiamento repete
a mesma tendéncia verificada na apresentacdo do VEGF, embora a MDV néo
tenha apresentado diferenca significativa na comparagao entre 0s grupos.

O achado de maior expressdo imunoistoquimica do VEGF em
estadiamentos iniciais verificado nesse estudo pode ter explicagdo no pequeno
namero da amostra e sua distribuicdo assimétrica concentrada nos estadiamentos
mais avancados. Outra hipétese pode ser discutida levando em consideracdo a
teoria do “gatilho angiogénico" (Angiogenic Switch) (24), na qual tumores
quiescentes em hipdxia necessitando vascularizagcdo, apresentariam estimulo
angiogénico aumentado e consequentemente maior concentracdo de VEGF.
Takahashi et al., em 2003 (25) estudaram o gatilho angiogénico comparando

tumores de colon restritos a mucosa (Tis), tumores com invasdo de submucosa
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(T1) e invasdo da muscular prépria (T2). A intensidade de expressao do VEGF foi
mais significativa na progressdo tumoral de Tis para T1 (p<0,001) evidenciando
forte expressado tecidual nos estagios iniciais dos tumores de colon na amostra
estudada(25).

Os resultados do presente estudo reproduziram o fendbmeno relacionado ao
gatilho angiogénico descrito acima, apresentando maior expressao de VEGF em
fases iniciais do desenvolvimento do cancer gastrico (Tla e T1b).

O estudo de precursores do VEGF nas rotas moleculares da angiogénese
e a inclusdo de mais pacientes com tumores precoces, possivelmente permitira
esclarecer a relacdo da expressdo desta proteina com o estadiamento do cancer
gastrico.

Os processos de regulacédo da angiogénese sdo bastante complexos e nédo
estdo completamente elucidados. A descoberta de novos fatores e rotas
moleculares na Uultima década, permitiu a utilizacdo clinica de agentes anti-
angiogénicos de maneira isolada ou em combinacdo com terapias convencionais
em diversos tipos de céncer (26).

Avancos no entendimento da carcinogénese e Seus mecanismos
moleculares permitirdo no futuro, customizar a terapéutica das diversas

apresentacdes do cancer gastrico as caracteristicas individuais de cada paciente.
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Conclusao

Os resultados deste estudo demonstraram relacdo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) com o estadiamento do cancer gastrico.
Pacientes com tumores precoces apresentaram maior  expressao
imunoistoquimica do VEGF. O maior grau de penetracdo do tumor na parede
gastrica e a presenca de linfonodos positivos foi significativamente maior nos
tumores que expressavam menos intensamente o VEGF.

Os pacientes com expressao aumentada de VEGF apresentaram maior
sobrevida na analise univariada e também multivariavel apds ajuste de possiveis
fatores de confusdo, sugerindo neste estudo o valor progndstico positivo e
independente do VEGF no tempo sobrevida.

Nao houve significAncia estatistica na densidade microvascular (MDV) em
relacdo a sobrevida e estadiamento do cancer géstrico, embora tenha sido

verificada maior MDV em tumores no estadiamento IA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo podemos verificar a utilidade da imunoistoquimica na
avaliacao de expressao do VEGF e o emprego da analise digital como método de
mensuracdo da intensidade desse fator. A obtencdo de escore de expressao
possibilitou dividir a amostra em dois grupos distintos, facilitando a andlise
estatistica dos dados.

A relacéo direta da expressao imunoistoquimica com fatores prognosticos
positivos foi um achado surpreendente e diverso do esperado, sendo também
relatada por outros autores em estudos semelhantes.

As variaveis relacionadas aos fatores progndsticos tiveram diferencas
significativas na comparacdo com a expressdao do VEGF, indicando este
marcador como preditor independente de maior sobrevida na amostra estudada.

O estudo do Fator Indutor de Hipdxia (HIF-1a) que atua diretamente na rota
da angiogénese e a avaliacdo da expressdao génica do VEGF sédo temas
promissores na pesquisa de marcadores moleculares progndsticos nos tumores

gastricos.
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Abstract

Background: Vascular endothelial growth factor A (VEGF) is one of the main
promoters of angiogenesis and correlates with gastric cancer (GC) prognosis.
Aims: To evaluate the correlation between immunohistochemical VEGF
expression and the gastric cancer stage and survival rate. Methods: VEGF
expression was evaluated by immunohistochemistry in 45 adenocarcinoma
specimens. Pathologic staging (pTNM), histological characteristics and survival
were assessed using an ANOVA test, a multivariate analysis and the Kaplan-
Meier method. Results: A higher VEGF expression level was observed in stages
IA and IB compared with Il, Ill and IV (p<0.001). A lower VEGF expression level
correlated with a greater tumor penetration level in the gastric wall (p<0.003) and
the extent of tumor spread to the lymph nodes (p<0.001). Higher VEGF scores
correlated with a longer survival time (HR 0.37; 95% CI: 0.17 - 0.79). Conclusion:
An inverse correlation was observed between VEGF expression and gastric tumor
stage. A multivariate analysis demonstrates that VEGF expression is an

independent prognostic factor for survival in gastric cancer.

Running Title: VEGF-A in gastric cancer

Keywords: VEGF-A, Angiogenesis, Staging, Prognosis, Gastric cancer.
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Introduction

Angiogenesis is the process of new blood vessel growth, and it occurs
during embryonic and fetal development. Although usually absent in adults,
angiogenesis is known to be an important step in rare situations such as
reproduction and wound healing (1). In these situations, a balance between
stimulatory and inhibitory factors allows angiogenesis to proceed in an orderly and
self-limiting manner. During uncontrolled vascular multiplication, angiogenesis
becomes pathological and allows the progression of many neoplastic and non-
neoplastic diseases.

The concept of angiogenesis-dependent tumor growth originated in the
early 1960s with the in vitro experiments performed by Folkman et al. (2). In the
early 1990s, Weidner et al.,, while conducting studies on breast carcinoma,
recognized angiogenesis as a prognostic factor in cancer and introduced the
microvessel counting method (3). Since these seminal publications, the role of
angiogenesis has been extensively investigated and extended to almost all human
solid tumors (4).

Several pro-angiogenic factors are known. Among them, vascular
endothelial growth factor A (also known as VEGF) is one of the main promoters of
tumor angiogenesis (5). The analysis of VEGF expression using
immunohistochemistry has enabled significant findings related to gastric tumor
development, staging and prognosis (6, 7).

A meta-analysis study published in 2011, in which the clinicopathological

role of VEGF expression in gastric cancer patients was investigated, correlated
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VEGF expression with survival (8). Vidal et al. (2008) showed that positive VEGF
immunostaining was an independent predictor of a poor prognosis. These findings
suggest that VEGF is a powerful biomarker for the prediction of an unfavorable
patient outcome and a potential therapeutic target to block angiogenesis and

inhibit gastric cancer progression(9).

Methods

Sample data collection and gastric cancer staging

This multicentric study was conducted at Hospital Sdo Lucas /PUCRS
(HLS) and Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), getting approval from
Ethics Committee at both institutions. It included 45 samples of gastric
adenocarcinoma surgically resected at the Hospital Sdo Lucas da PUCRS
between 1995 e 2005. The tumor staging was established according to the Union
for International Cancer Control (UICC) and included three main factors: tumor
penetration depth in the gastric wall, the extent of tumor spread to the lymph
nodes and the presence of distant metastasis (10). Other clinical and
histopathological variables analyzed included the age and gender of each patient,
the Borrmann and Lauren classifications of each sample, the level of cellular

differentiation, the tumor size and the survival status.
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Evaluation of VEGF expression with immunohistochemistry

VEGF expression levels were analyzed immunohistochemically using the
VEGF (A-20) rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA). The digital quantification of VEGF expression levels was
performed using the Adobe Photoshop® CS3 Extended 10.0 software (Adobe
Systems Inc., San Jose, CA, USA), which counted the pixels stained by the
immunohistochemical reaction. A positive control was utilized, and a total of 10
fields were assessed for each sample to obtain a final mean value. The VEGF
protein expression level was determined by multiplying the mean density of the
image by the percentage of the area that was positively stained (brown-colored

areas).

Microvessel density

The same samples were evaluated for microvessel density(MVD).
Microvessels were stained using a CD34 antibody (Class I, clone QBENnd 10;
DakoCytomation, Carpinteria, CA,USA) in sections immediately adjacent to the
identified tumor areas. The counting of microvessels was performed by selecting
the most vascularized areas (hot spots) using the Image-Pro Plus 3.0 software
(Media Cybernetics® Inc., Silver Spring, MD, USA). The final score for each

sample was the arithmetic mean of 20 selected fields.
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Statistical analysis

The quantitative variables and the descriptive analysis were obtained by
calculating the mean, the standard deviation and the maximum and minimum
values. The values for the qualitative variables are shown as percentages. The
VEGF expression levels and the clinicopathological variables were compared
using Fisher's exact test or the chi-squared test.

The survival rates were calculated using the Kaplan-Meier method, and the
curves were compared using the log-rank test. The influence of each variable on
survival was evaluated using the Cox regression model. The significance levels
were established at 5% (p<0.05) in the bivariate and multivariate analysis. The
analysis were performed using the SPSS version 18.0 software (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA).
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Results

Clinicopathological data

The average age of the patients was 63.6 years (£10.4), and 73.3% of the
patients were male. The most common tumor location was in the proximal third of
the stomach (16 cases), followed by middle and distal thirds, which both had 13
cases. In 3 patients (6.67%) the tumor was diffused throughout the organ. The
mean tumor size was 6.8 cm (x4.1), with the smallest measuring 1.5 cm in
diameter and the largest measuring 20 cm in diameter (Table 1).

According to the Borrmann macroscopic classification, ulcerative-infiltrative
tumors were present in the highest percentage (40%) of the cases, followed by
diffuse (28.8%) and ulcerated (24.4%) tumor types. Tumors that invaded the
muscularis propria layer (T2), characterized as advanced, accounted for 95.5% of
the samples. Upon histological observation, 53% of the adenocarcinomas were
classified as moderately differentiated (G2), and 44% were classified as poorly
differentiated (G3). According to the Lauren classification, 42.2% of the tumors
were of the intestinal type, 40% were of the diffuse type, and 8% were of a mixed
type. Table 2 depicts the macroscopic and histological classifications.

TNM staging criteria, including the level of tumor penetration into the gastric
wall (T), extent of tumor spread to the lymph nodes (N) and presence of distant
metastasis (M), were also evaluated, as described in Table 3.

Patients in stages IlIC and IV comprised almost half of the evaluated

samples (46.6%). These patients exhibited compromised serous membranes or
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distant metastasis. Figure 1 shows the patient distribution by pathologic TNM

stage.

VEGF immunohistochemistry

The level of VEGF expression in the tissues ranged from 24.26 to 44.43%,
with a mean of 30.23% (+4.23%) and a median of 29.54%. A cutoff point of 30%
divided the samples into two groups (<30% VEGF and 230% VEGF). Figure 2

shows the tissue expression of VEGF.

Correlation between VEGF expression and cancer staging

An inverse correlation was observed between the VEGF expression level
and the pathologic TNM stage. Stages IA and IB showed higher expression levels
of VEGF in the tissue compared with stages I, Ill and IV when analyzed using the
ANOVA test (p<0.001) (Figure 3).

The strength of the associations between VEGF expression and the TNM
prognostic factors were analyzed using Fisher's exact test. The tumor size, the
histological grade (G) and the Borrmann and Lauren classifications were also
investigated. There were significant associations between the VEGF expression
level and both the degree of tumor penetration in the gastric wall (p<0.003) and
the extent of tumor spread to the lymph nodes (p<0.001).

The rate of survival at 20 months was higher in the group with higher VEGF

expression levels (p<0.003) (Tables 4 and 5).
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The Cox proportional hazards regression analysis was used to determine
the hazard ratio (HR) to verify the association between survival and a set of
prognostic factors. A high level of VEGF expression (=230%) was associated with a
longer survival time (HR 0.35; 95% CI: 0.17 - 0.74) in the univariate analysis, and
this relationship was maintained after an adjustment for potential confounding
factors (age, the Lauren histological classification and the level of cellular

differentiation) (HR 0.37; 95% CI: 0.17 - 0.79) (Table 6).

Microvessel density and staging

The microvessel density (MVD) analysis was performed by counting the
vessels in areas of high vascularity, as previously described; the number of
vessels per field ranged from 16.9 to 105 (x19.39). There was no significant
difference in the MVD between the stages, although the tumors classified as stage

IA had a higher MVD than those of the other stages (Figure 4).

Overall survival analysis

The follow-up duration was 96 months. Only 11 patients (24.4%) were still

alive at the end of the study. The 5-year survival rate, calculated using the Kaplan-

Meier method, was 23.7% (Figure 5).
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Correlation between survival and VEGF expression

The VEGF expression level positively correlated with the patient survival
status, i.e., a higher expression level often coincided with a longer survival time.
The patients with a VEGF immunohistochemistry score 230% lived on average
24.0 (x13.8) months, whereas the patients with a score <30% had an average

survival time of 11.0 (£6.4) months. The difference was significant at p<0.003.

Discussion

In stomach cancer, staging-related variables, such as the degree of tumor
penetration into the gastric wall, the extent of tumor spread to the lymph nodes,
the presence of metastasis, the histological type and the degree of cellular
differentiation, are important predictors of prognosis and survival and directly
influence the treatment choice.

The association of tumor cell-secreted pro-angiogenic factors with
clinicopathological characteristics is of great interest to researchers for the
establishment of prognostic markers and potential therapeutic targets (11, 12).

Vascular Endothelial Growth Factor has been widely studied and is
regarded as a strong angiogenesis stimulator. Moreover, in several publications,
the tissue expression level of VEGF is described as an independent predictor of
poor prognosis in gastric cancer (9).

In a hypoxic environment, VEGF promotes rapid cell proliferation, increased
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vascular permeability and the inhibition of apoptosis, inducing angiogenesis (13).
VEGF plays an important role in solid tumor development and metastasis
formation. VEGF binds to receptor tyrosine kinases (VEGFR-1 and VEGFR-2),
and its expression in tissues can be evaluated by immunohistochemistry (14).

The wuse of Iimage analysis software for the evaluation of
immunohistochemistry allows for a more precise and efficient identification of the
stained areas of interest. Although there is no consensus regarding the best digital
analysis method, the method used in this study has been widely accepted for
immunohistochemical tests, proving to be more reliable for the measurement of
markers than visual and other subjective assessment methods (15).

Although most studies correlate a high VEGF expression level with a poor
gastric cancer prognosis, the role of VEGF as a potential biomarker is still not
completely understood. Some authors have observed an absence of VEGF
expression in gastric cancer or an inverse correlation between VEGF expression
and the gastric cancer stage (16). Cabuk et al. (2007) observed a higher VEGF
expression level in tumors that did not invade the serous layer than in advanced-
stage tumors (17). Schimanski et al. (2011) evaluated the VEGF expression levels
in samples from 69 gastric adenocarcinomas and observed an inverse correlation
between the VEGF expression level and both the stage and the presence of
distant metastasis (18).

The conflicting reports in the literature are most likely due to the different
methodologies used for the evaluation of the VEGF levels, the diverse number of

samples and the genetic polymorphism of the tumors.
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In this study, an immunohistochemical evaluation of VEGF levels in 45
samples of gastric adenocarcinoma showed an inverse correlation between the
expression level and the pathologic stage. Stages IA and IB showed higher VEGF
expression levels than stages I, lll and IV (p<0.001).

When the level of tumor penetration in the gastric wall was investigated
independently, the lesions from groups T1 and T2 had higher VEGF expression
scores than the lesions from groups T3 and T4 (invasion of serosa and adjacent
organs) (p<0.003). The same correlation was observed when the extent of tumor
spread to the lymph nodes was investigated; the highest VEGF expression levels
were found in patients without tumor-positive lymph nodes (NO) (p<0.001).

Histopathological variables, such as the degree of cellular differentiation
and the Lauren classification, are of clinical relevance because diffuse and poorly
differentiated tumors types exhibit more aggressive behavior and a worse
prognosis. Demash et al. (2011) (19) evaluated 150 gastric tumor samples and
observed that the highest VEGF expression levels were found in diffuse tumors
with little cellular differentiation when compared with intestinal-type tumors
(p<0.01).

In our sample set, the numbers of intestinal and diffuse tumor types were
similar, and there was not a significant correlation between the VEGF expression
level and the Lauren classification.

The meta-analysis published by Chen et al. (8) describes positive
correlations of VEGF with age (>60 years, p=0.005), tumor size and the degree of
histological differentiation in gastric cancer. In our samples, no significant

associations between the VEGF levels and the variables described were
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observed. There were also no correlations between the VEGF expression levels
and the Borrmann classification or the tumor size.

For follow-up analysis, the patients in this study were evaluated for 96
months, and the median survival time was estimated to be 20 months. VEGF
scores =30 were associated with a longer survival time (p<0.003). A multivariate
regression analysis was used to avoid interference from confounding factors (age,
the Lauren classification and cellular differentiation). After adjusting for these
variables, the increased survival rate remained associated with higher VEGF
expression levels (HR 0.37; 95% CI: 0.17 - 0.79); for the samples in our study, the
VEGEF level can be considered to be an independent positive prognostic factor for
survival. This relationship can also be observed in the Kaplan-Meier survival
curve, which shows a significant difference in the survival time for the patients in
the groups with high and low VEGF expression levels.

The MVD is assessed by counting the microvessels in the histological tumor
sections after using immunohistochemistry and monoclonal antibodies (CD31 or
CD34) to stain the vascular endothelium (20). A correlation between the MVD and
poor prognosis has been demonstrated for gastric cancer, and the MVD s
associated with a more advanced stage and a poor survival rate (21, 22). These
findings were not corroborated by our study. Our results show that the highest
average number of microvessels/field was in stage IA (63.56) compared with
stages IB (51.48), IIA (45.95), IIB (51.94), llIA (35.9), llIB (42.5,), IlIC (54.74) and
IV (43.4). The correlation between the MVD and the stage follows the same trend
observed for the correlation between the VEGF level and the stage, although the

MVD was not significantly different between the groups.
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In this study, the observation of higher VEGF expression levels in early-
stage tumors may be explained by the small sample size and the asymmetric
distribution of tumor types in the sample set, which contained more tumors in the
advanced stages. Another explanation takes into account the angiogenic switch
theory, in which quiescent hypoxic tumors requiring vascularization provide an
increased angiogenic stimulus and, consequently, a higher concentration of VEGF
(24). Takahashi et al. (2003) studied the angiogenic switch when comparing
colonic tumors that were restricted to the mucosa (Tis), tumors that invaded the
submucosa (T1) and tumors that invaded the muscularis propria (T2). The VEGF
expression level increased significantly in the tumor progression from Tis to T1
(p<0.001), showing strong tissue expression in the early stages of colon
tumors(25).

The results of this study reproduced the angiogenic switch phenomenon
described above, showing higher VEGF expression levels in the early stages of
gastric cancer development (T1a and T1b).

The study of VEGF precursors in angiogenesis molecular pathways and the
inclusion of more patients with early-stage tumors may help to clarify the
relationship between the VEGF expression level and the stage of gastric cancer.

The processes that regulate angiogenesis are complex and not fully
elucidated. The discovery of new factors and molecular pathways in the last
decade has led to the clinical use of anti-angiogenic agents, either alone or in

combination with conventional therapies, to treat various types of cancer (26).
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Advances in the understanding of carcinogenesis and its molecular
mechanisms will allow for the future development of customized therapies for the

treatment of gastric cancer.

Conclusion

The results of this study demonstrated a correlation between the VEGF
expression level and the gastric cancer stage. Patients with early-stage tumors
showed a higher immunohistochemical VEGF expression level. The degree of
tumor penetration into the gastric wall and the presence of tumor-positive lymph
nodes were significantly higher in tumors expressing lower levels of VEGF.

Patients with increased VEGF expression levels survived longer in the
univariate and multivariate analysis after the adjustment for potential confounders,
suggesting that VEGF is a positive and independent prognostic predictor of the
length of survival.

There was no statistically significant difference between the MVD and the
survival rate or the gastric cancer stage, although a higher MVD was observed in

the patients with stage IA tumors.
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Table 1. Clinicopathological characteristics (n=45).

Mean age (years) 63.6 £10.4
Sex male:female (%) 73.3:26.7
Tumor size (cm) 6.8 4.1

Tumor Location

Upper third n (%) 16 (35.5)
Middle third n (%) 13 (28.8)
Lower third n (%) 13 (28.8)
All organ n (%) 3 (6.6)

The data are presented as the frequency, the percentage or the mean = the

standard deviation.
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Table 2. Borrmann and Lauren classifications and histological grade (n=45)

Borrmann classification n° (%)
0 - Not macroscopic 3 (6.6)
1 - Polypoid 0 (0.0)
2 - Ulcerated 11 (24.4)
3 - Ulcerative-infiltrative 18 (40.0)
4 - Diffuse 13 (28.8)
Lauren classification n° (%)
Intestinal 19 (42.2)
Diffuse 18 (40.0)
Mixed 8(17.7)
Histological grade n° (%)
G1 - Well differentiated 1(2.22)
G2 - Moderately differentiated 24 (53.2)
G3 - Poorly differentiated 20 (44.4)
G4 - Undifferentiated 0 (0)

The data are presented as the frequency and the percentage.
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Table 3. Sample distributions for the depth of gastric wall penetration, the extent of

tumor spread to the lymph nodes and the presence of distant metastasis

T Primary tumor n° (%)
Tla Invades lamina propria 1(2.2)
T1b Invades submucosa 1(2.2)
T2 Invades muscularis propria 4 (8.8)
T3 Invades subserosa 5(11.1)
T4a Perfurates serosa 29 (64.4)
T4b Invades adjacent organs 5(11.1)
N Regional lymph nodes n° (%)
NO No lymph node metastasis 13 (28.8)
N1 1to 2 Ilymph nodes 5(11.1)
N2 3to 6 lymph nodes 12 (26.6)
N3 7 or more lymph nodes 1(2.2)
N3a 7 a 15 lymph nodes 6 (13.3)
N3b More than 16 8 (17.7)
M Distant metastasis n° (%)
MO 41 (91.1)
M1 4 (8.9)

The data are presented as the frequency and the percentage.
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Table 4. Association of VEGF with prognostic factors.

VEGF < 30% VEGF 2 30%

P
n=26 n=19
Primary Tumor
TleT2 0 (0.0) 6 (31.6)
0.003*
T3eT4 26 (100) 13 (68.4)
Lymph nodes
NO 2 (7.7) 11 (57.9)
0.001*
N1 a N3b 24 (92.3) 8 (42.1)
Metastasis
MO 22 (84.6) 19 (100)
0.126
M1 4 (15.4) 0 (0.0)

The data are presented as the frequency and the percentage.

*Statistically significant at p<0.05.
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Table 5. Association of VEGF with histopathological features and the survival rate.

VEGF < 30% VEGF 2 30%

P
n=26 n=19
Borrmann
Polypoid /Ulcerated 17 (65.4) 15 (78.9)
0.321
Infiltrative/Diffuse 9 (34.6) 4(21.1)
Lauren
Intestinal 10 (38.5) 9 (47.4)
0.550
Diffuse / mixed 16 (61.5) 10 (52.6)
Tumor size (cm)
<5 8 (30.8) 8 (42.1)
0.433
=25 18 (69.2) 11 (57.9)
Grade
Well / moderately 13 (50.0) 12 (63.2)
0.380
Poorly / undifferentiated 13 (50.0) 7 (36.8)
Survival
20 (months) 11.0+6.4 24,0+13.8
0.003*
Five-year (%) 10.346.3 43,0+6.12

The data are presented as the frequency and the percentage.

*Statistically significant at p<0.05.
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Table 6. Univariate and multivariate survival analysis using the Cox regression

model (n=45, deaths=34).

UNIVARIATE MULTIVARIATE

HR IC 95% P HR** IC 95% P
VEGF = 30 0.35 0.17-0.74 0.006* 0.37 0.17-0.79 0.010*
Age = 60 Years 131 0.62-2.76 0.463 147 0.69-3.10 0.313
Sex Male 0.85 0.39-1.82 0.681 - - -
T3 and T4 2.86 0.86-9.47 0.084 - - —
Lymph Nodes+ 2.42 1.07-5.44 0.033* - - -
Borrmann diffuse 1.61 0.79-3.30 0.186 - — -
Lauren diffuse 189 0.93-3.83 0.075 1.04 0.34-3.18 0.945
Tumor size >5 1.30 0.63-2.68 0476 - - -
Undifferentiated 265 131-536 0,007 2,51 0,81a7,71 0,107

*Statistically significant at p<0.05.
HR: hazard ratio, unadjusted; CI: confidence interval; p: statistical significance;
*HR: hazard ratio, adjusted using the Cox proportional hazards regression model

with the selected factors; VEGF: vascular endothelial growth factor.
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Figure 1 - Frequency of patients in each pathologic TNM stage.
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Figure 2 - Gastric adenocarcinoma  photomicrograph (400  X).

Immunohistochemical analysis of VEGF expression (brown staining) with a score

230% (A) and <30% (B).
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Figure 3 — Correlation between the VEGF expression level and the pathologic

TNM stage.
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stage.
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