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I. INTRODUCCION



A.ANGIOGENESIS

La angiogénesis es el proceso por el cual se producen vasos sanguineos a
partir de ofros ya establecidos. Este concepto hay que diferenciarlo de

otros como son la vasculogénesis y la arteriogénesis.

La vasculogénesis ocurre en el periodo embrionario y consiste en la
formacion de vasos “de novo", por diferenciacion de precursores
mesodérmicos que se diferencian en angioblastos. De éstos se desarrollan
las células endoteliales que coalescen para formar los cordones
angiobldsticos que se fusionan para formar los plexos angiobldsticos,

estableciendo la configuracién inicial del sistema circulatorio.

La arteriogénesis es el crecimiento de arteriolas colaterales
preexistentes que intentan compensar la funcion de alguna arteria

ocluida.

La angiogénesis se encuentra regulada por una serie de factores
angiogénicos y antiangiogénicos. En el adulto la red vascular estd en
estado quiescente. Sin embargo, la angiogénesis se puede activar ante
determinados estimulos, cuando el organismo requiere una mayor
cantidad de nutrientes, y esta activacion puede ser transitoria o

mantenida.

La angiogénesis es transitoria en la cicatrizacion de las heridas y en la
transformacion ciclica de estructuras del sistema reproductor femenino
como son: formacién del cuerpo lGteo, regeneracién del endometrio
funcional, en el desarrollo de estructuras placentarias y cambios

relacionados con la lactacién en la glandula mamaria.



En determinadas enfermedades como la diabetes mellitus, la artritis
reumatoide, la psoriasis y los hemangiomas, y en la progresiéon tumoral

aparece una angiogénesis mantenida y persistente.

La angiogénesis ha sido estudiada en mdltiples neoplasias, entre ellas los

carcinomas mamarios'?.

1. ETAPAS DE LA ANGIOGENESIS:

La angiogénesis es un proceso complejo que comprende una serie de

etapas, las cuales pueden esquematizarse de la siguiente forma:

- Estimulo angiogénico (activacion de células endoteliales y pericitos).

- Degradacion de la matriz extracelular.

- Migracién de células endoteliales.

- Proliferacion de células endoteliales y formacién de una nueva luz
capilar.

- Estabilizacién de los nuevos vasos.

1.1 Estimulo angiogénico

La hipoxia es el principal factor desencadenante de la angiogénesis. Esta
induce un incremento en la célula del factor inducible por la hipoxia (HIF-
1), que en el nicleo promueve la transcripcién de diversos genes, entre los
que se encuentran dos potentes factores angiogénicos como son el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento

endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF)°.

La unién de estos factores a los receptores de las células endoteliales
induce la fosforilacién de distintas proteinas, activdndose asi las sefiales

de supervivencia para estas células.



Por otro lado, la apoptosis, o proceso por el cual se produce una muerte
celular programada, es también fundamental en la remodelacién de los
vasos sanguineos, ya que asi, se eliminan los vasos no necesarios, aunque
parece que la apoptosis es necesaria en la iniciacién del proceso
angiogénico. La apoptosis de las células endoteliales se produce por la

pérdida de adhesidn al sustrato.

En el proceso angiogénico existen factores que promueven la apoptosis de
las células endoteliales y otros que ejercen un cierto efecto protector
sobre el endotelio, promoviendo la supervivencia y la proliferacion de los

mismos.

Por lo tanto, durante la angiogénesis no solo se establece un equilibrio
dindmico entre sefiales pro y antiangiogénicas, sino también entre sefiales

de supervivencia y de muerte celular.

Entre los factores que promueven la apoptosis de la célula endotelial
caben sefalar varios factores de los que hablaremos posteriormente,
como son: el factor de crecimiento transformante B (TGFPB) y el factor
de crecimiento transformante a (TGFa), y por otro lado hay factores
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de
crecimiento fibrobldstico 2 (FGF-2) que son factores de supervivencia.
Estos factores pueden conseguir su accién activando a la protein-quinasa
B (Akt) a través de la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3k), lo que
constituye una via clave en la activacion endotelial, ya que fransmite

sefiales de supervivencia, migracién y proliferacion.

La PI3k, a través de receptores tirosinquinasa, produce fosforilacién de
fosfoinositidos. Asi se reclutan a la membrana celular moléculas
esenciales para la supervivencia, motilidad y participaciéon en procesos

morfogenéticos como la tubulogénesis®.



La PI3k produce una fosforilacién de Akt. Akt tiene una distribucion
citopldsmica pero su fosforilacion provoca un reclutamiento hacia la
membrana celular. De esta forma queda expuesto un dominio quinasa que
quedaba oculto en su forma inactiva. Este dominio quinasa de Akt en la
membrana es activado por dos proteinquinasas de membranas que son
PDK 1y 2. De esta forma Akt vuelve al citoplasma en su forma activa y
ejerce la fosforilacion de distintos efectores relacionados con la
supervivencia celular, proliferacién del metabolismo de la glucosa y

sintesis de proteinas®.

La activaciéon de Akt también puede producirse por una segunda via,
protagonizada por las integrinas que se conectan a sus ligandos de la
matriz extracelular, lo que produce la activacién de quinasas asociadas a
las adhesiones focales (FAK)®, las cuales actian sobre Akt. Las
adhesiones focales son regiones concretas de la superficie celular en las
que se concentran moléculas de adhesion al sustrato (sobre todo
integrinas) y numerosas proteinas que conectan estas moléculas al

citoesqueleto.

Algunos factores como VEGF consiguen igualmente una mayor
supervivencia de las células endoteliales provocando un incremento de los

hiveles de las proteinas antiapoptdticas Aly bcl-2.

Ademds, la activacion del receptor VEGFR2 por VEGF favorece la
proliferacion celular. VEGF fosforila y activa a la fosfolipasa C que
cataliza la sintesis de diacilglicerol e inositoll, 4, 5 trifosfatos que
activan a la proteinquinasa C. Dicha enzima activa una importante via de

proliferacién celular’?®,



1.2 Degradacion de la matriz extracelular
Los vasos sanguineos estdn formados por células endoteliales y células de
sostén que estdn ancladas en una matriz extracelular. Para que se lleve a

cabo el proceso angiogénico hay que “romper” esta matrix extracelular.

La degradacion de la matriz celular se produce a través de una serie de
proteasas que se liberan tras el estimulo angiogénico. Su consecucién es
necesaria para la posterior migracién celular; ademds, se precisa la

formacion de sitios de anclaje que hagan posible el desplazamiento.

Cuando los factores angiogénicos activan a las células endoteliales,
inducen la expresion de activadores del plasminégeno, tipo uroquinasa (u-
PA) y ftisular (+-PA)’. Estos activadores convierten al plasmindgeno en
plasmina, una potente proteasa que activa a los precursores de las

metaloproteinasa de matriz, inicidndose asi la degradacion proteolitica.

Existen mdltiples metaloproteinasas de matriz extracelular, de las que la
tipo 2 es la que mayor importancia presenta en la angiogénesis. De hecho
se considera fundamental para la adquisicién del fenotipo angiogénico™.
La MMP-2 degrada a las proteinas que constituyen la membrana basal,
como soh el coldgeno IV y la laminina. La metaloproteinasa-2 (MMP-2)
estd expresada en la mayoria de las células. Se segrega de forma inactiva
y se activa a través de otra metaloproteinasa de membrana, la MT1-MMP

(MMP-14), que estd regulada por las células perivasculares.

Es esencial controlar la actividad proteolitica en dreas concretas de la
superficie celular. Esto se consigue gracias a la unién de las
metaloproteinasas a las integrinas, proteinas de membrana celular
mediante las que la célula se adhiere al sustrato y transmite sefiales

desde el exterior al interior de la célula®?.



1.3 Migracion de las células endoteliales
Una vez producida la degradacidn de la Idmina basal, ocurre la migracion
de células endoteliales, que protuyen de la pared del vaso y migran a

través del espacio intersticial.

Algunos factores angiogénicos pueden provocar sefiales de migracidn,
transmitidas por su receptor de membrana que provoca la fosforilacion y
activacion de FAK, protein-quinasa asociada a las adhesiones focales. Las
adhesiones focales son regiones concretas de la superficie celular en las
que se concentran moléculas de adhesion al sustrato (sobre todo
integrinas) y numerosas proteinas que conectan estas moléculas al
citoesqueleto. Estas adhesiones focales desempefian fundamentalmente
una funcién mecdnica en la migracion, aunque también estdn involucradas

en ofros procesos celulares.

Cuando la célula endotelial migra dentro del intersticio, otras células
endoteliales le siguen y forman cordones en el estroma perivascular.

Existen dos tipos diferentes de migracién:

- Configuracion bipolar o bicelular: dos o mds células endoteliales migran
desde la pared del vaso hacia el espacio perivascular, cargadas de
polirribosomas y abundantes filamentos intermedios.

- Formacion lineal: una Unica célula proyecta sus seuddpodos, migrando

dentro del tejido conectivo que rodea las paredes capilares.

Para la migracion de las células endoteliales se requiere interaccion con
moléculas de la matriz extracelular, como son la fibronectina, laminina y
vitronectina, en la que intervienen las integrinas. Las integrinas son una
amplia familia de proteinas transmembrana que se forman por
heterodimerizacion de unidades alfa y beta. Existen mds de 15
subunidades alfa distintas, y 8 subunidades beta. Estas subunidades
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forman 20 combinaciones distintas, de las cuales la mds implicada en la

angiogénesis es la integrina avfp3.

La migracion de las células endoteliales se produce por la union de las
células a unos residuos de amniodcidos que quedan expuestos en la matriz
por proteolisis del coldgeno. Estos residuos de arginina-glicina-dacido
aspdrtico (RGD) son reconocidos por la integrina avff3 expresada en la
superficie endotelial. La célula endotelial utiliza la union RGD como una
matriz provisional para desarrollar y coordinar su capacidad de adhesion

y de invasién durante la angiogénesis.

La integrina avfB3 es critica para la diferenciacién, maduracion y
supervivencia de los vasos, y estd presente en la superficie del endotelio
activado, permitiendo la expansién de las células y la creacién de luces

vasculares®.

En resumen, las integrinas son proteinas de membrana celular gracias a
las cuales la célula se adhiere al sustrato y transmite sefiales desde el

exterior al interior de la célula®?.

Otras moléculas de adhesion celular son las cadherinas, proteinas de
membrana gracias a las cuales se producen uniones intercelulares entre
células homdlogas. La cadherina presente en las células endoteliales es
una cadherina especifica, la VE-cadherina o cadherina-5. Su papel en la
angiogénesis es poco conocido, aunque se sabe que su deficiencia inhibe la
transmision de la sefial de supervivencia dependiente de factores
angiogénicos, induciendo la apoptosis. VE-cadherina aparece asociada
espacialmente con los receptores de factores angiogénicos, sugiriendo
algin tipo de interaccion esencial para la transmision de la sefial

angiogénica®.



A lo largo de un vaso neoformado se observa una variacién de la
composicién de la matriz extracelular que rodea a las células endoteliales

segln la zona.

Asi, en la zona mds distal del brote vascular las células muestran mayor
proliferacion y se rodean de coldgeno tipo V y de fibronectina, mientras
que en la region mds proximal las células se estabilizan, recubriéndose de
membrana basal compuesta por fibronectina, laminina 1y coldgeno de tipo

V¥,

1.4 Proliferacion de las células endoteliales y formacion de una nueva
luz capilar
El dltimo paso en el proceso angiogénico es la formacion de nuevos vasos.
Se trata de una etapa no bien caracterizada, aunque perfectamente
controlada en el tiempo y en el espacio, de modo que las células
endoteliales proliferantes no ocluyen la luz de los capilares que se van
formando. A medida que el nuevo brote se forma, algunas de las células
han de volver a estado de quiescencia para formar las paredes de los
huevos capilares, incrementar su adhesividad a otras células endoteliales,
comenzar a producir la Idmina basal y la matriz extracelular, y reclutar

las células perivasculares necesarias para estabilizarlos.

Para la formacion de los nuevos vasos sanguineos es fundamental que
estas células se adhieran. Las integrinas, esenciales en la activacién
endotelial, también desempefian una importante funcion en la
morfogénesis de los nuevos vasos, ya que aumentan la adhesién entre las

células endoteliales, y entre éstas y el sustrato.



La integrina a6pl es el principal mediador de la adhesion de las células

endoteliales a la laminina.

1.5 Estabilizacion de los nuevos vasos

La maduracion de los nuevos vasos incluye la creacion de una nueva
membrana basal, y la estabilizacién de dichas estructuras vasculares por
el recubrimiento de células de soporte, como las células musculares lisas

en grandes vasos, o los pericitos en los capilares™.

Los pericitos son las células perivasculares que rodean a los capilares y se
cree que derivan de células musculares lisas preexistentes,
contribuyendo a la estabilizacion de los capilares, gracias al control del

equilibrio proteolitico®.

Experimentos in vivo sugieren que los vasos que no llegan a rodearse de
células de soporte, requieren factores angiogénicos para su
supervivencia. Mientras que los vasos maduros y estables pueden

sobrevivir en ausencia de dichos factores!’.

Los factores angiogénicos estimulan el desarrollo y migracién de los
pericitos, contribuyendo asi a la estabilizacion vascular y, a su vez,
actlan como potentes factores quimiotdcticos atrayendo a las células

musculares lisas®.

Por otro lado, existen factores especificos para las células endoteliales,
con funciones de estabilizacion y mantenimiento de los vasos maduros, y
que promueven la interaccién entre las células endoteliales y musculares

lisas®®.
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2. FACTORES QUE REGULAN LA ANGIOGENESIS

Existen diversos factores implicados en la angiogénesis, unos con accion
proangiogénica y otros antiangiogénica, de forma que cuando existe un
balance positivo a favor de los factores angiogénicos se produce la

angiogénesis.

Los principales factores proangiogénicos son: VEGF, factor de
crecimiento endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF),
angiopoyetinas, factor de crecimiento fibrobldstico (FGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento transformante B (TGFB), factor de necrosis

tumoral o (TNF-a), interleuquinas (IL).

Entre los factores anti-angiogénicos se encuentran la angiostatina,
endostatina, trombospondina-1, angiopoyetina-2, interferon-a,

interleuquina 12.

2.1 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El VEGF también conocido como VPF (factor de permeabilidad vascular) o
vasculotropina es una glicoproteina bdsica homodimérica de 34-42 kDa,
ligadora de heparina, formada por polipéptidos con extremo N terminal
idénticos unidos por puentes disulfuro que es secretada y expresada por
mdltiples células de origen humano y animal®®. VEGF induce la
neoangiogénesis estimulando la proliferacién, permeabilidad y migracion

capilar?’.

VEGF es un potente mitdgeno para las células endoteliales procedentes
de arterias, venas y linfdticos pero carece de actividad mitogénica sobre

otros tipos celulares®.
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El descubrimiento de que VEGF era difusible y especifico para las células
endoteliales llevé a la hipotesis que esta substancia jugase un papel
fundamental en la regulacién del crecimiento de los vasos, tanto en

situaciones fisioldgicas como en procesos patoldgicos?>.

Existen distintos tipos de VEGF?*: VEGF-A (también conocido como
VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. La accion de VEGF-B no es
bien conocida, VEGF-C y VEGF-D se relacionan con la linfangiogénesis® y

de VEGF-E se sabe que esta codificado por el genoma del virus orf.

En las células endoteliales se encuentran los receptores de VEGF,
denominados VEGFR1/flt-1 y VEGFR2/flk-1. Al igual que ocurre con el

VEGF, la hipoxia fambién aumenta en nimero de estos receptores.

El VEGFR1 se activa de manera directa, mientras que VEGFR2 aumenta

como resultado de sefiales procedentes de los tejidos isquémicos.

La via mds utilizada por VEGF es VEGFR2, e incluso se cree que VEGFRI
seria un regulador negativo de VEGFR2, ya que compiten por el VEGF

existente.

2.2 Factor de crecimiento endotelial derivado de las plaquetas (PD-
ECGF)
El factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF) es
la enzima timidina fosforilasa que, al metabolizar la timidina, produce
metabolitos, que ejercen un efecto quimiotdctico sobre las células
endoteliales. Este metabolito es la 2-desoxirribosa, la cual por si sola
ejerce una accién angiogénica. Ademds, tanto la 2-desoxirribosa como la
timidina protegen a las células endoteliales de la apoptosis que induce la

hipoxia.
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2.3 Angiopoyetinas

Otros factores implicados en la angiogénesis son las angiopoyetinas, de
las que existen cuatro tipos, aunque las mds estudiadas son la
angiopoyetina 1y 2. Estas actidan uniéndose al receptor tirosinquinasa Tie

2/Tek.

La angiopoyetina 1 es producida por las células perivasculares y mantiene
el endotelio en estado quiescente, ademds estd involucrada en el
mantenimiento de la estabilidad de los vasos®®, y es necesaria para hacer
que los vasos maduros sean insensibles al VEGF y parece favorecer el
crecimiento en didmetro del vaso?’. La angiopoyetina 2 se estimula en

funcidn de la hipoxia.

Ambas angiopoyetinas compiten por el mismo receptor produciendo una
alteracion en el estado de quiescencia endotelial. En condiciones en las
que se estimula la angiogénesis, una regién del vaso maduro se
desestabiliza, haciéndose sensible al VEGF. La angiopoyetina 2 parece
tener un papel clave en esta desestabilizacion, actuando como antagonista

de la angiopoyetina 1?8

El vaso desestabilizado experimenta la formacion
de un brote angiogénico cuando estd presente VEGF, o involuciona si no lo

esta.

2.4 Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)
Existen varios tipos de factores de crecimiento fibrobldstico de los

cuales algunos son directamente angiogénicos y otros no.
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El factor de crecimiento fibrobldstico-2 (FGF-2), también denominado
factor de crecimiento fibrobldstico B, fue el primer factor angiogénico

reconocido®’.

El factor vascular de crecimiento- 1, también denominado factor de
crecimiento fibrobldstico o, comparte muchas de sus caracteristicas

angiogénicas.

Sin embargo, el factor de crecimiento fibrobldstico- 7, también
denominado KDF (factor de crecimiento de querainocitos), no es
directamente angiogénico, aunque induce la produccién de VEGF, por lo

que tendria un papel indirecto en el proceso de la angiogénesis.

El FGF-2 se expresa en casi todos los tipos celulares. Este factor es un
importante mitégeno, modula la diferenciacion, inhibe la apoptosis y es
quimiotdctico. En definitiva, interviene en las funciones de reparacion,

regeneracién y homeostasis tisular.

Estd presente en las células endoteliales induciendo la proliferacién, la
atraccién quimiotdctica y un incremento en la expresién de uroquinasa®.

Presenta una alta afinidad por la heparina, uniéndose a proteoglicanos del
tipo heparan sulfato. Se puede considerar por lo tanto que la matrix
extracelular seria una reserva de FGF en estado latente. Cuando VEGF
inicia el proceso angiogénico se desencadena una proteolisis que induce la
liberaciéon de FGF-2 activo, por lo que asi se amplifican los efectos de

VEGF.

Los factores de crecimiento fibrobldstico se unen a receptores
tirosinquinasas. En dichas uniones pueden actuar diversos proteoglicanos

con cadenas heparan sulfato, debido al dominio de unidn a heparina de los
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FGF. Se piensa que la presencia de heparina estabiliza y prolonga la unién

de los FGF a sus receptores, aumentando asi la transmisién de la sefial®".

2.5 Factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF)
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es una proteina que
participa en diversos procesos embrionarios, fundamentalmente

relacionados con la organogénesis.

El HGF actla en la disociacion celular, en la adquisicién de motilidad y
capacidad invasiva y promueve la morfogénesis en diversos tipos

epiteliales (células renales y mamarias)*?.

Ademds, el HGF estimula la morfogénesis de los capilares, protege de la
apoptosis a las células endoteliales y estimula su migracién y sus

capacidades invasivas, de ahi su importancia como factor angiogénico.

El HGF se expresa en los fibroblastos y en células perivasculares, se

secreta de forma inactiva y requiere de una activacién proteolitica.

El receptor del HGF es el producto del protooncogen c-met, que es un
receptor tirosinquinasa expresado por los epitelios y presente en las

células endoteliales®:.

Las células estimuladas por HGF producen un aumento en la expresion del
factor de transcripcion Ets-1. Este factor induce la expresion de
proteasas como el activador del plasminogéno tipo uroquinasa y el
receptor del activador del plasminogéno tipo uroquinasa. Asi se produciria
un fendmeno de retroalimentacion positiva, ya que estas proteasas

activarian al HGF inactivo®*.
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2.6 Factor de crecimiento epidérmico (EGF)
El factor de crecimiento epidérmico es un inductor indirecto de la
angiogénesis, debido a la capacidad de inducir la expresién de VEGF y

Ets-1 en las células tumorales.

Por otro lado, el factor de crecimiento epidérmico induce la expresion de
la “proteina ligadora” del FGF. Este “proteina ligadora” de FGF es un
activador del FGF-1y FGF-2, que produce, por lo tanto, un incremento de

las sefiales angiogénicas®®.

2.7 Factor de crecimiento transformante 3 (TGF B)
Hay tres tipos de factores de crecimiento fransformante B que se

relacionan con el proceso angiogénico: TGF 1,2y 3.

Los TGFP son indirectamente proangiogénicos ya que producen un efecto
quimiotdctico sobre células inflamatorias que producen VEGF, FGF-2,
TNF-a y PDGF, que son factores directa o indirectamente inductores de
angiogénesis>®. Ademds de su capacidad para inducir la angiogénesis, los
factores de crecimiento transformante [ estdan relacionados en la

maduracion y estabilizacion endotelial.

La estimulacion de las células endoteliales por la angiopoyetina-1
procedente del mesénquima induce la produccién endotelial de PDGF-B, un
factor que atrae células mesenquimales y provoca la activacién de TGFB
latente, induciendo la diferenciacion del mesénquima en células

perivasculares®’.

2.8 Factor de necrosis tumoral a
El factor de necrosis tumoral o induce la angiogénesis por distintas vias,

favorece la angiogénesis de forma indirecta ya que aumenta la respuesta
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inflamatoria. Pero también, produce en las células endoteliales un
aumento de expresion de VEGF, IL-8 y FGF-2, promoviendo asi la

angiogénesis>®.

2.9 Interleuquinas (IL)
Existen diversas interleuquinas relacionadas con la angiogénesis, algunas
de las cuales, como las IL-1, IL-6, IL-15, producen un aumento de la

expresién de VEGF en algunos tipos celulares.

La interleuquina IL-13, que es antiinflamatoria, posee propiedades
quimiotdcticas para el endotelio por lo que también podria actuar en el

proceso angiogénico.

La interleuquina 8 se ha demostrado que es angiogénica in vitro e in vivo,

induciendo la angiogénesis a través de macréfagos™’.

También se ha demostrado que la interleuquina 8, in vitro, induce la

proliferacion en las células endoteliales.

2.10 Trombospondina-1 (TSP-1)

La trombospondina-1 (TSP-1) es un potente inhibidor multifuncional de la
angiogénesis que modula ala adhesividad de la célula endotelial, motilidad
y la actividad proteolitica impidiendo la accién de los inductores de la

angiogénesis.

Es una glicoproteina trimérica de gran peso molecular liberada por los
grdnulos a de las plaquetas en respuesta a la estimulacién por parte de la
trombina, y es también, un componente transitorio de la matriz
extracelular en el desarrollo y la reparacion tisular, siendo secretada por
mdltiples células de la pared vascular, incluyendo las células musculares

lisas y las células endoteliales.
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La TSP-1 liberadada por las plaquetas activadas participa en la formacion
y resolucién del codgulo de fibrina, uniéndose a la fibrina, el plasminégeno
y la uroquinasa. También participa en la respuesta inflamatoria a través
de la formacidn de puentes entre las plaquetas y los leucocitos reclutados

en el foco inflamatorio®°.

En las células endoteliales, la TSP-1 puede inhibir la proliferacién, la
formacién de adhesiones focales desestabilizando los contactos de la
matriz extracelular, inducir la apoptosis endotelial e inhibir la

angiogenesis.

Cada vez existen mds evidencias de que la TSP-1 puede ser un modulador
natural de la angiogénesis, dominando una regulacién positiva o negativa
dependiendo del contexto y de la concentracion de la misma. Por ejemplo,
es capaz de activar TGF-B, que es un factor angiogénico y en presencia

de coldgeno tipo I la TSP-1 inhibe la neoformacién vascular.

Existen diversas situaciones capaces de inducir la expresion de TSP-1
como son: la hipoxia, el producto del gen supresor tumoral p53,TGF-B,
PDGF y el FGF-b. Entre los factores capaces de inhibir la expresién de

TSP-1 destacan la IL-1y el factor de necrosis fumoral a.

2.11 Angioestatina
La angiostatina, es un agente antiangiogénico derivado de la proteolisis
del plasmindgeno, se piensa que tiene un efecto antiangiogénico derivado

del blogueo de las sefiales HGF en el endotelio®.

2.12 Oxido nitrico (NO)
El dxido nitrico lo producen las células endoteliales y tiene un efecto
relajante en las células musculares lisa, controlando el flujo sanguineo. El
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aumento de NO provoca una vasodilatacion, incrementando Ia
permeabilidad vascular. Ademds, el NO potencia la supervivencia de
VEGF, ya que inactiva a las caspasas y estimula la proliferacién del

endotelio.

Tiene un efecto bifdsico sobre otro modulador angiogénico, la
trombospondina; a dosis extremas (elevadas o bajas) disminuye la
expresion de trombospondina, mientras que a dosis intermedias aumenta

dicha expresién.

3. ANGIOGENESIS TUMORAL
3.1 Definicion

Los vasos sanguineos son un componente importante en el estroma
tumoral, ya que el tumor necesita de oxigeno y nutrientes. Hasta que el
tumor alcanza un tamafio de 1 a 2 mm® recibe todos los nutrientes y el
oxigeno por difusién simple. Una vez que el tumor alcanza un mayor
tamafio necesita generar neovascularizacion que permita el aporte

sanguineo necesarios para continuar su desarrollo.

En los experimentos llevados a cabo por Folkman y cols. en la década de
1960 a 1970, inoculando células tumorales en odrganos aislados vy
perfundidos, se demostré que la ausencia de angiogénesis se asociaba a
una restriccién del crecimiento tumoral a pequefios esferoides de 1 mm® o
menos. Esta fue la primera vez que se consiguié que tumores viables
crecieran como masas tridimensionales en un tejido sin
neovascularizacidon. Cuando se trasladaba el pequefio tumor al raton del
que provenia desarrollaba neovascularizacion y crecia alcanzando tamafios
1000 veces superiores al obtenido en el drgano aislado™. A partir de

estos estudios, Folkman, en 1970, formulé la hipétesis de que el
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crecimiento tumoral es angiogénesis dependiente y que los nuevos vasos
sanguineos son necesarios cuando el didmetro de la masa tumoral es
mayor de 1-2 mm, puesto que la nutricion no la pueden conseguir por

difusién pasiva®.

En 1976 Gullino realizé un experimento con ratones neozelandeses,en los
que valord la capacidad de neovascularizacion de tejido mamario sano,
preneopldsico y neopldsico, implantando pequefias biopsias en el iris de
estos ratones. Observé como el 90% de los tumores mamarios
implantados producian neovascularizacion en 48-72%, la administracion
de corticoides cedia la inflamacion postcirugia, pero no afectaba al
crecimiento de neovasos. Sin embargo, solo el 6% de los tejidos sanos
inducia alguna proliferacién vascular. Ademds, observé que el 30% de las
lesiones preneopldsicas producian un patron de crecimiento vascular
similar al de los implantes tumorales, demostrando asi que las células de
los tejidos precancerosos en el proceso de transformacién neopldsica

adquieren capacidad angiogénica**.

La angiogénesis no es solo necesaria para la nutricién tumoral sino que
también es fundamental para la diseminacion metastdsica. En la
produccién de las metdstasis es necesario que el tumor esté
vascularizado para que las células neopldsicas tengan una via por donde
puedan ser vehiculizadas. Ademds, cuando estas células neopldsicas llegan
al lugar diana también necesitan de la angiogénesis para su nutricién en su

nueva ubicacion.

La actividad angiogénica de cada tumor dependerd del balance entre

sefiales proangiogénicas y antiangiogénicas.
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Los factores antiangiogénicos pueden actuar inhibiendo la proliferacion
celular o inhibiendo la quimiotaxis, y estos pueden actuar desde la

circulacién o en la matrix extracelular.

Estos factores que actdan en la angiogénesis tumoral pueden derivar de
las células neopldsicas, de las células endoteliales, de las células

adyacentes o actuar por mecanismos no bien aclarados®.

Las células tumorales presentan un aumento de la secrecién de una serie

de factores angiogénicos tales como VEGF, TGFa y B, bFGF.

Ademds, las células tumorales son capaces de desencadenar la
diferenciacion de las células endoteliales y la formacion de nuevos vasos a
través de la liberacion de enzimas proteoliticas y produciendo

alteraciones en las células estromales que las rodean.

También se ha demostrado que al estimular a las células endoteliales,
éstas aumentan el ndmero de receptores en su superficie. En la
transformacion al fenotipo angiogénico las células endoteliales tienen que

incrementan la produccién de factores de crecimiento®.

El modelo de angiogénesis tumoral es un equilibrio dindmico entre la
regresion y crecimiento tumoral, regulado principalmente por VEGF vy las

angiopoyetinas.

En las fases iniciales de la angiogénesis tumoral se produce una regresion
de los vasos presentes en el tejido implicado, antes de que los nuevos

vasos se desarrollen.

Los nuevos vasos tfumorales parecen "reclutar” a los vasos ya existentes.
Como consecuencia de ese reclutamiento, las células endoteliales
aumentan la expresion de citoquinas especificas como la angiopoyetina-2,

producida por ellas mismas, y que actda por un mecanismo autocrino sobre
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los vasos tumorales como antagonista de los receptores Tie-2,
conduciendo a la desestabilizacidn vascular. Asi se aumenta la plasticidad
de los vasos, permitiendo iniciar el proceso de la angiogénesis y

remodelacion vascular.

Como ya hemos comentado anteriormente el fenotipo angiogénico se
conseguird cuando el balance entre factores proangiogénicos vy
antiangiogénicos esté a favor de los estimulos proangiogénicos. Cuando
esto ocurre se dice que el tumor pasa de la fase prevascular a la fase

vascular.

En la fase prevascular el fumor se desarrolla sin neovascularizacién. Rara
vez sobrepasan los 2-3 mm*’. Suelen ser lesiones asintomdticas y no
detectables clinicamente. Sus células pueden crecer tan rdpido como en
las variedades vascularizadas pero predominan las micrometdstasis, ya

que la proliferacidn y la muerte celular se mantienen en equilibrio.

La fase vascular o angiogénica comienza cuando un subgrupo de células
dentro del tumor adquiere el fenotipo angiogénico, con capacidad de
inducir formacion de nuevos vasos, lo que permite continuar el
crecimiento tumoral®*’. Ademds, gracias a esta vascularizacién las
’ . ’ . 50
células pueden metastatizar a drganos distantes™. Es por ello que el
proceso angiogénico se considera uno de los factores mds importantes en
la progresidn y diseminacién neopldsica y en consecuencia como un factor

pronéstico.

Los nuevos vasos producidos por el tumor simulan a los de la red capilar

normal pero presentan notables diferencias, son vasos mds proliferantes
. 51 . .r. .

e inmaduros®. Son vasos de paredes finas y ramificaciones anormales que

con frecuencia forman uniones arteriovenosas, lo que impide una

perfusién adecuada. El revestimiento endotelial suele ser incompleto con
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ausencia de uniones intercelulares; ademds, pueden faltarle componentes
como la membrana basal, lo que facilita el escape de células tumorales al
torrente sanguineo, con el consiguiente riesgo de metdstasis a distancia.

No poseen capa muscular, pericitos ni inervacién por lo que carecen de
control del flujo lo que hace que el flujo sea irregular e impide la
nutricién de toda la masa tumoral®®. Incluso, en tumores muy agresivos

los neovasos estdn compuestos por las propias células tumorales®?.

La vascularizacion es diferente segun el drea del tumor en la que nos
encontremos. En el drea tumoral central existe una continua remodelacion
de los vasos preexistentes, siendo éstos utilizados para la nutricion
tumoral. En la periferia del tumor se encuentran las dreas mds
vascularizadas, en donde existe una mayor proliferacion de células
endoteliales; estos vasos de la periferia tumoral se comunican con la red
vascular preexistente y son los denominados “puntos calientes” (hot
spots). En estas dreas es donde se cuantifica la densidad vascular
intratumoral, que es un pardmetro utilizado para cuantificar la capacidad

angiogénica tumoral.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en las neoplasias la hipoxia es
la principal causa de aumento de los factores angiogénicos que ponen en
marcha el proceso angiogénico. Resulta ldgico pensar que el crecimiento
desmesurado de los tumores provoca déficit de la tensién de oxigeno en
sus células formdndose en ellas sefiales, como HIF-1, capaces de activar

la secrecidén de factores angiogénicos™.

3.2 Influencia en la angiogénesis de otros factores tumorales
La expresion de algunos factores angiogénicos estd regulada ademds por

otros estimulos, incluyendo factores de crecimiento y productos de

23



oncogenes o genes supresores, producidos por el propio tumor y que
pueden actuar de forma autocrina o paracrina. Factores hormonales,
como los estrdgenos, activan la produccion de VEGF en las células
tumorales de las neoplasias de mama®. Los andrdgenos juegan un papel
similar en la préstata neopldsica®. La forma salvaje de p53 interviene en
la angiogénesis provocada por la hipoxia induciendo apoptosis o
incrementando factores antiangiogénicos, pero también disminuyendo
VEGF®’, mientras que, en tumores, la forma mutante se asocia a su
incremento. El producto del gen supresor von Hippel-Lindau (vHL) esta
directamente involucrado en la degradacion del VEGF, atribuyéndose la
susceptibilidad a cdncer cerebral o renal en la enfermedad a la pérdida
de la funcién de VHL, que disregularia al factor angiogénico. La forma
mutante de ras puede regular al alza tanto VEGF como otros factores

angiogénicos.

3.3 Factores antiangiogénicos

Las células neopldsicas pueden tener también capacidad para expresar
factores antiangiogénicos como la trombospondina, angiostatina vy
endostatina. En esta capacidad se basan algunas hipétesis que intentan
explicar por qué en ocasiones la extirpacion de una neoplasia primaria se
sigue de la progresién de sus depdsitos metastdticos, supuestamente
frenados en su crecimiento por los inhibidores de la angiogénesis que

producia el tumor principal.

3.4 Intervencion de otras estirpes celulares en la angiogénesis
tumoral
No sélo las células neopldsicas juegan un papel importante en el proceso

angiogénico, otras estirpes celulares acompafiantes pueden intervenir en
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el proceso angiogénico, siendo los macréfagos, de los que haremos
mencién especial posteriormente en un apartado especifico, los que
tienen el papel mds importante. Los macréfagos representan el mayor
componente del infiltrado inflamatorio en la mayor parte de los tumores,

a donde son atraidos por citoquinas y otras moléculas como el VEGF.

Particularmente, VEGF es capaz de inducir migracién y activacién de
monocitos periféricos a través del receptor ftl-1 que se expresa en la
membrana del monocito. Los macréfagos asociados al tfumor tienen una
relacion compleja con la biologia tumoral, con acciones tanto promotoras
como inhibidoras del crecimiento tumoral. Una de sus acciones
promotoras estd en relacion con la angiogénesis, pudiendo influir en cada
una de las fases del proceso angiogénico, incluyendo la secrecion de
factores angiogénicos. La expresion de VEGF en los macrdéfagos se ha
detectado en el citoplasma, tanto como proteina, mediante
inmunohistoquimica, como en forma de mRNA, mediante hibridacion in
situ. Su secrecidn se ha estimado en 2-3 veces la de las propias células
tumorales, lo que resalta la relevancia de los macréfagos asociados a

tumores (TAMs) en la angiogénesis tumoral.

B. VEGF
1. VEGF Y SU ACTIVIDAD ANGIOGENICA.

VEGF induce la neoangiogénesis estimulando la proliferacidn,

permeabilidad y migracién capilar®’.

El hallazgo de que la sola pérdida de un alelo de VEGF produzca una
vascularizacién embrionaria defectuosa que induce la muerte del embridn
sefiala el papel fundamental que juega este factor en el desarrollo del

aparato circulatorio®.
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Asimismo, VEGF ha resultado ser un mediador clave de |la
heovascularizacion asociada a determinados tumores y algunos procesos

patoldgicos oculares®.

VEGF induce la expresién tanto de activadores del plasminégeno como del
inhibidor del activador plasminégeno (PAI-1) en cultivos de células

endoteliales.

Mandriota y cols. mostraron que VEGF favorece la expresion de

receptores de uroquinasa en las células endoteliales vascular®®.

Dvorak postulé que el aumento de la permeabilidad vascular era un paso
crucial en la angiogénesis asociada a la cicatrizacién de heridas y a la

observada en el desarrollo tumoral®’.

En consonancia con esta hipdtesis, una de las principales funciones de
VEGF en el proceso angiogénico es la induccion de un aumento de la
permeabilidad vascular a macromoléculas produciendo una filtracién o
pérdida transvascular de proteinas plasmdticas que da lugar a la
formacion de un “gel” extravascular de fibrina. Este “gel” constituiria el
substrato sobre el que puedan desarrollarse tanto las células endoteliales

como las células tumorales.

Estudios recientes sugieren que VEGF induce fenestraciones en las
células endoteliales. Roberts y cols. demostraron que la administracion
tépica de VEGF producia la fenestracion del endotelio de pequefias
vénulas y capilares incluso en regiones en las que, en condiciones
haturales, estos vasos no son fenestrados, como son los del cremdster o

la piel®?.
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VEGF provoca un rdpido pero transitorio aumento de la permeabilidad
microvascular sin provocar dafios celulares endoteliales ni degranulacion

de los mastocitos y su accidn no se ve bloqueada por los antihistaminicos.

Asi, VEGF puede ser considerado como una citosina multifuncional que,
por un lado modifica la matriz extracelular al promover la extravasacion
de plasma, con la resultante aparicién de fibrina, y por otro estimula

directamente la proliferacion de células endoteliales.

VEGF también induce vasodilatacidn dosis dependiente in vitro y produce
taquicardia transitoria e hipotensién cuando se administra via sistémica.
Estos efectos parecen estar mediados por el éxido nitrico derivado de

las células endoteliales®.

2. ISOFORMAS DE VEGF
El gen humano del VEGF estd organizado en ocho exones separados por

siete intrones, teniendo una extensién de unas 14 kilobases (kb)®*.

El gen humano del VEGF ha sido localizado en el cromosoma 6p21.3.

El andlisis de secuencial de ADNc (ADN complementario) de un surtido de
clones de VEGF humano indicé que el factor de crecimiento del endotelio
vascular podia tener hasta cuatro formas moleculares diferentes
teniendo respectivamente 121, 165, 189 y 206 aminodcidos (VEGF121,
VEGF165, VEGF189 y VEGF206)°°.

La union alternante de exones de un Unico gen de VEGF es la base de esta

heterogenicidad molecular.

VEGF165 carece de los residuos codificados por el exon 6, mientras que
VEGF121 carece de los residuos codificados por los exones 6 y 7.

VEGF189 tiene una insercion de 24 aminodcidos ricos en restos bdsicos y
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VEGF165 es la isoforma predominantemente secretada tanto por células

hormales como anormales®®.

Las transcripciones de VEGF121 y VEGF189 se pueden detectar en la
mayoria de células que expresan el gen VEGF. Por el contrario VEGF206

es una isoforma de presentacién poco habitual®’.

Como ya se ha mencionado previamente, el VEGF nativo es una
glicoproteina de unos 42kDa homodimérica, bdsica y ligadora de heparina.

Estas propiedades se corresponden con las de VEGF165.

VEGF121 es un polipéptido dcido que no liga heparina. VEGF189 y
VEGF206 son mds bdsicos y se fijan a la heparina con mayor afinidad que
VEGF165%°.

VEGF121 es una proteina soluble; no obstante existe un porcentaje
significativo de VEGF165 que, una vez segregada, queda unido a la
superficie celular y a la matriz extracelular. VEGF189 y VEGF206 quedan
secuestradas casi por completo en la matriz extracelular pero pueden ser
liberadas a una forma soluble mediante heparina o heparinasa. Estas
formas largas también pueden ser liberadas por la plasmina tras realizar

una divisién a nivel del extremo carboxiterminal®’.

La activacién del plasminégeno y la generacion de plasmina han mostrado

tener un papel importante en la cascada angiogénica.

Existen evidencias experimentales que apoyan la teoria que los factores
de crecimiento “almacenados” en la matriz extracelular y liberados tras
la degradacién de la misma juegan un papel fundamental en los procesos
citados®®

Asi, la proteolisis de VEGF también parece tener lugar in vivo de una

manera similar.
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La generacién de VEGF bioactivo por division protelitica parece tener
especial importancia en el microambiente tumoral donde el aumento de
expresion de las proteasas, incluyendo los activadores del plasminégeno,

estd bien documentada®’.

Estudios relativamente recientes, realizados por Keyt y cols. a mitad de
la década de los noventa, realizando una proteolisis de VEGF mediante
plasmina mostraron que ésta escindia VEGF165 en un fragmento de 110
aminodcidos sin afinidad por la heparina (VEGF110) y en un fragmento de
55 aminodcidos (constituido por el extremo carboxiterminal) con

capacidad para unirse a la heparina.

Los mismos autores demostraron que el producto con actividad biolégica
de la accion de la plasmina se compone de los primeros 110 aminodcidos
del extremo NH2 tferminal de VEGF, careciendo el polipéptido del
extremo carboxi terminal de afinidad por los receptores de VEGF. No
obstante, la pérdida de la capacidad fijadora de heparina (que reside en
el extremo carboxiterminal, aminodcidos 111-165) conllevaba una pérdida
notable de la capacidad de inducir mitosis de las células endoteliales. La
potencia mitogénica VEGF110 era cien veces menor que la que posee
VEGF165, luego en este extremo carboxi-terminal reside la capacidad

mitégena del VEGF®®.

3. VEGF COMO FACTOR PRONOSTICO

Muchos estudios han demostrado que la expresion del VEGF es elevada en
tejidos tumorales o en la circulacion en muchos tipos de tumores sdlidos
humanos, incluido el melanoma’™ y fumores gastrointestinales”’, de

|73

mama’?, del sistema nervioso central’”®, de ovario’*, de cérvix’®, de

pulmén’®, hepdtico’”” , de cabeza y cuello’® y renal”®. En muchos
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estudios, la expresion de VEGF aumentaba con la progresion hacia una
mayor malignidad’727°8182 v tenia relacién con el grado de
vascularizacién del tumor’>76828384 Hay estudios que demuestran que la
expresién del receptor del VEGF en las células endoteliales de vasos
sanguineos préximos tfambién estd estimulada’.

En muchos estudios, el VEGF estaba incrementado en el plasma, asi como

en el lugar del tumor?2°8¢

y se ha descrito una asociacién significativa
entre los niveles de VEGF en plasma y la etapa de la enfermedad o las
metdstasis. Por otra parte, se ha descubierto una correlacion
significativa entre los niveles de VEGF en plasma y tfejidos empleando
tincién inmunohistoquimica®. La expresién del VEGF en tumores es mayor

7L 77 Estas zonas son

en las zonas adyacentes a la necrosis tisular
probablemente hipoxicas. Aunque las células malignas son la fuente
principal de VEGF en los tumores, las células estromales e incluso el
endotelio vascular también pueden contribuir, en particular en zonas
hipéxicas”".

En muchos estudios se ha encontrado que la expresién del VEGF se
correlaciona con el grado de angiogénesis tumoral’®®®, corroborando el
papel clave del VEGF en este proceso. Por ejemplo, Nakasaki y col®
observaron una estrecha y significativa relacién entre la expresion del

VEGF y la densidad de microvasos (p<0'001) cuando examinaron muestras

de tumores de 100 pacientes con cdncer colorrectal.

El desarrollo de anticuerpos anti-VEGF y de otras moléculas capaces de
inhibir el sistema del VEGF y del receptor del VEGF han proporcionado
una evidencia directa del papel del VEGF en la angiogénesis y el
crecimiento del fumor. En los primeros experimentos que utilizaron

anticuerpos frente al VEGF, algunos autores demostraron que un
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anticuerpo monoclonal especifico para el VEGF inhibe enérgicamente el
crecimiento de tumores producidos a partir de lineas celulares de
tumores humanos inyectadas en ratones Ilampifios. Ademds, la
administracién de un anticuerpo policlonal suprimia el crecimiento de
lineas celulares de tumores secretores de VEGF transfectados a
ratones®”. La inhibicién de la actividad del VEGF por transfeccién de
lineas celulares de tumor humano con un ADNc que codifica receptores
de VEGF solubles, también suprime el crecimiento del tumor y de las
metdstasis y prolonga la supervivencia en ratones®. Estos experimentos
demuestran la accién paracrina del receptor del VEGF, ya que no se
inhibié el crecimiento del ftumor in-vitro. Aunque la mayoria de los
estudios se han centrado en la inhibicién de la actividad del VEGF poco
después de haberse inoculado las células tfumorales en animales, se ha
demostrado que también los anticuerpos anti-VEGF inhiben el crecimiento

posterior y las metdstasis en tumores ya establecidos®’.

El uso de videomicroscopia intravital ha proporcionado nuevas pruebas de
que los anticuerpos anti-VEGF pueden inhibir la angiogénesis en el tumor
y suprimir el crecimiento tumoral®®. Esta técnica permite el estudio /i
vivo e in situ de forma no invasiva de la angiogénesis en tumores y del
crecimienfo de tumores en ratones conscientes. Se implantaron
esferoides tumorales humanos en ratones lampifios y se trataron con el
anticuerpo monoclonal A4.6.1, que es especifico para el VEGF. El
anticuerpo suprimié totalmente la nheovascularizacién e inhibié el
crecimiento del fumor en tres lineas celulares diferentes de carcinoma

de mama®°.

Estos estudios de inhibicidn del VEGF también demostraron la funcién de

éste en la produccién de cambios morfoldgicos en los vasos sanguineos de
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los tumores. Los estudios de videomicroscopia intravital que implican la
inyeccion del anticuerpo monoclonal A4.6.1 en ratones con xenoinjertos
de tumor humano establecido y vascularizado, demostraron que la
inhibicién del VEGF reducia la permeabilidad vascular, el didmetro y la
tortuosidad® . Estudios de imagen por resonancia magnética confirmaron
el hallazgo de que la permeabilidad vascular se reduce por la accién de

anticuerpos anti-VEGF*?,

Una baja concentracién de oxigeno indica la necesidad de mds vasos
sanguineos para suministrar oxigeno y nutrientes a un tumor en
crecimiento. Muchos estudios han demostrado que la hipoxia es un
estimulador eficaz de la expresién de VEGF®*, que actlia aumentando la
transcripcién del VEGF y estabilizando el ARNm resultante®* > . Sin
embargo, dado que algunos tumores expresan elevados niveles de VEGF
incluso en condiciones normales de oxigenacion, parece que la hipoxia no
es el Unico regulador de la expresién del VEGF de los tumores®. Varios
oncogenes y genes supresores de ftumores favorecen la produccién de
VEGF en ausencia de hipoxia. Hay mutaciones del gen supresor de
tumores VHL que estdn asociadas con una mayor produccion de HIF-1y
VEGF?’, debido a la incapacidad de la proteina mutante de VHL para
degradar el HIF-1, lo que actda estimulando la expresién del VEGF®,
Tales mutaciones son frecuentes en el carcinoma renal de células claras
esporddico muy vascularizado®” . Otros genes supresores de tumores que
estdn relacionados con la produccién de VEGF son el p53°° y el p73'®.
También se sabe que hay oncogenes normales, incluidos ras y raf, que
estdn relacionados con el aumento en la expresién del VEGF™™",
Considerados en conjunto, la tendencia de los fumores es a volverse

hipéxicos debido al rdpido crecimiento, lo que estimula la expresién del
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VEGF tanto por los tumores como por las células normales que los rodean,
y el efecto positivo de los oncogenes del fumor activados sobre la
expresion del VEGF, crean un entorno local que favorece la angiogénesis.
Este entorno es vital para el crecimiento del tumor. A su vez, la mayor
permeabilidad vascular inducida por el VEGF puede agudizar la hipoxia

local.

Hay nuevas pruebas que sugieren que, ademds de promover el crecimiento
de los tumores induciendo la angiogénesis, el VEGF tiene otras
actividades que pueden favorecer la supervivencia y el crecimiento del

fumor:

- efectos anti-apoptéticos para células tumorales
- aumento de la permeabilidad

- resistencia a la radioterapia

- aumento de la probabilidad de metdstasis

- supresion de la respuesta inmunitaria antitumoral

La primera actividad /# vivo del VEGF es aumentar la permeabilidad de los
microvasos para las macromoléculas circulantes. Esto permite el escape
de proteinas plasmdticas, incluido el fibrindgeno y otras proteinas de
coagulacién, lo que da lugar a la formacién de un estroma provisional que

es pro-angiogénico”®.

Ademds de la produccién de estroma, la mayor permeabilidad también
provoca el aumento de la tensién intersticial, probablemente como
resultado del aumento de la permeabilidad vascular. El aumento de la
permeabilidad vascular y de la presién intersticial puede facilitar la
entrada de células tumorales en el torrente sanguineo y la diseminacion
metastdsica. El aumento de la presion intersticial también puede
dificultar la difusién de moléculas de mayor tamafio como los agentes
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quimioterapéuticos o los anticuerpos antitumorales al interior del tumor.
Dado que la extensa vasculatura tumoral podria facilitar la entrada de
agentes anticancerigenos al interior de los tumores si la permeabilidad
fuera normal, la normalizacién de la presion intersticial podria ser

beneficiosa cuando se traten neoplasias®®.

Los tumores desarrollan metdstasis cuando las células tumorales invaden el
sistema vascular o linfdtico y se desplazan a una zona distante donde se
"siembran" y crecen. Se desconoce la importancia relativa de la invasion
tumoral de los vasos existentes y el uso de nuevos vasos sanguineos y
linfdticos, pero hay pruebas que indican que la angiogénesis tiene su
funcidn en la propagacion del tumor. Ademds, los vasos linfdticos tienen un
papel importante en la propagacion precoz del cdncer. Y los nédulos locales
suelen ser el primer punto de metdstasis. Estas observaciones sugieren
que la funcion del VEGF favorecedora de angiogénesis y, de forma
limitada, linfangiogénesis es probablemente importante para las
metdstasis tumorales, y estdn corroboradas por datos que vinculan los

hiveles del VEGF con la probabilidad de metdstasis

Aungue la angiogénesis tumoral se produce en todos los tumores a medida
que crecen, la intensidad de la angiogénesis puede variar segun los tipos de
tumor e incluso entre individuos con el mismo tipo de fumor. Eberhard y
cols. evaluaron la proliferacién de células endoteliales en muestras de
archivo de tumores humanos y descubrieron que la angiogénesis estaba
presente en todos los tumores, pero con diferencias caracteristicas y

significativas entre los diferentes tipos de tumor'®.

Ademds, la intensidad de la angiogénesis dentro de cada grupo de
tumores era diferente, teniendo algunos tumores muchos capilares en

proliferacion y otros muy pocos.
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Se ha correlacionado un alto grado de vascularizacién con un mal

prondstico después de una terapia anticancerosa convencional’®®

, lo que
convierte a los pacientes con tumores muy vascularizados en candidatos
logicos para una terapia antiVEGF. Sin embargo, un bajo nivel de
vascularizacién no significa necesariamente que el tumor sea menos
sensible a la terapia anti-VEGF que los tumores mds vascularizados'®. Lo
contrario puede ser cierto, siendo los fumores relativamente avasculares
mds dependientes de los vasos sanguineos existentes que los tumores
vasculares. Hay estudios que han demostrado que los tumores humanos
poco vascularizados y de crecimiento lento en modelos animales
responden a los inhibidores de la angiogénesis TNP-470 y angiostatina

igual que los tumores muy vascularizados y de crecimiento rdpido'®.

Existen diversos estudios realizados en distintos tipos de tumores que
sugieren la existencia de una estrecha relacion entre los niveles
elevados de VEGF y un mal prondstico. Entre los valores prondsticos que
se han relacionado con la cantidad de VEGF, ya sea sérico o en el fumor,
incluyen el tamaio tumoral, el grado, y la supervivencia libre de recaida

o global.

Existen algunos tipos de tumores, como los de mama, pulmén y colon-
rectal, en donde se han estudiado con detalle la correlacion entre los

hiveles de VEGF y el prondstico.

El valor prondstico de los niveles de VEGF en el cdncer de mama ha sido
estudiado exhaustivamente, principalmente en pacientes con cdncer de
mama primario. Varios estudios encontraron una correlacién significativa
entre los niveles elevados de VEGF y la supervivencia de pacientes con
cdncer de mama. Ademds, en algunos de estos estudios, los niveles

elevados de VEGF se correlacionan con la respuesta a la quimioterapia o a
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la terapia hormonal’®. Sin embargo, otros estudios no han hallado una

correlacién entre los niveles de VEGF y la supervivencia global'®’.

Recientemente también se ha demostrado que los niveles de VEGF-C y
VEGF-D estdn significativamente relacionados con la supervivencia libre

de recaida y global en pacientes con carcinomas de mama invasivos'.

C. COX-2
1. COX-2 Y LA ANGIOGENESIS TUMORAL

Como ya hemos mencionado en varia ocasiones la hipoxia es uno de los
mayores estimuladores angiogénicos. Ademds de los efectos sefialados
anteriormente, la hipoxia estimula a la COX-2 que también es un factor

angiogénico.

La COX o prostaglandina H sintetasa es una enzima limitante en la
sintesis de prostaglandinas; como es la conversién de dcido araquiddnico a
prostaglandina G2 introduciendo una molécula de oxigeno en el dcido
araquidénico, que por acciéon de la peroxidasa lo transforma en
prostaglandina H2(PG H2), ésta es quimicamente muy inestable por lo g
por lo que sufren una transformacién enzimdtica, convirtiéndose en una
variedad de productos, incluyendo prostaciclina (PGI2), tromboxano

(TXA), y las prostaglandinas E2 y F2alfa (PGE2 y PGF2alfa).
Se han identificado dos formas de COX: la COX-1y la COX-2.

La COX-1 es una enzima limitante que se expresa en la membrana celular
de la mayoria de los tejidos, y es la responsable de la sintesis de
prostaglandinas en condiciones fisioldgicas. Fue aislada por Miyamoto en

1976. La COX-1 presenta un efecto protector del tracto gastrointestinal.
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En 1991 dos grupos, de forma independiente, aislaron una nueva isoforma

de COX a la que se le denominé COX-2.

La COX-2 no se detecta en los tejidos en situaciones fisioldgicas; sino
que es inducida por los tejidos en respuesta a diversos cambios

inflamatorios y hormonales.

La COX-2 se produce en respuesta a varios estimulos extracelulares,
como son: factores de crecimiento, citoquinas, carcindgenos, promotores

tumorales, y algunos oncogenes como V-src, v-Ha-ras, Her-2/neu'y Wnt.
El principal producto de la COX-2 es la PG E2.

La sobreexpresion de COX-2 y altas concentraciones de prostaglandinas
se han asociado con enfermedades inflamatorias crdnicas como la artritis
reumatoide y algunos tipos de neoplasias como: colon, cabeza y cuello,

pulmén, vejiga, préstata, estémago y mama'®®.

La COX-2 contribuye a la tumorogenesis y a la mayor agresividad de las
células tumorales, esto se puede explicar por diversos mecanismos en los
que actua la COX-2:

- Inhibe la apoptosis, esto ha sido objeto de estudio de diversos
autores como Tsuji y cols. que demostraron como la sobreexpresién de
COX-2 inhibia la apoptosis y elevaba los niveles de bcl-2'°.

- Incrementa la angiogenesis.

- Aumenta la invisibilidad fumoral, ya que estimula la produccidon de
metaloproteinasas de membrana de tipo 1y 2.

- Modula la inflamacién y la inmunosupresidn.

- Convierte procarcinégenos en carcindgenos™™.

La expresion del gen de la COX-2 en las células endoteliales estd

regulada fundamentalmente por la hipoxia. La hipoxia, como ya hemos
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mencionado anteriormente, es el principal estimulo angiogénico e induce la
expresion de factores proangiogénicos como VEGF, iNOS, IL-6 e IL-8.

Las prostaglandinas producidas por la COX-2 pueden producir un
incremento del factor bdsico de crecimiento de fibroblastos, induciendo

la angiogénesis.

Ademds, existen varios articulos que describen que las prostaglandinas
pueden regular la expresién de VEGF y demuestran la importante relacidn
entre la actividad de la COX-2 y VEGF en la estimulacion de la
angiogénesis tumoral'’. Las prostaglandinas aumentan la expresién de IL-
6 que regula la sintesis de VEGF, produciéndose asi un feed-back

proangiogénico positivo.

Ademds, se ha publicado que la liberacion de prostaciclina puede
incrementarse cuando las células endoteliales estdn expuestas a diversos

factores angiogénicos como bFGF, VEGF, angiopoyetinas o PECAM.

Los efectos angiogénicos de la COX-2 son los siguientes:

1.- Juega un papel importante en la liberacion y activacién de factores
proangiogénicos.

2.- Aumenta la produccion de eicosanoides como TXA2, PGI2 y PGE2 que
estimulan directamente la migracién de las células endoteliales y la
angiogénesis.

3.- Posibilita la supervivencia de las células endoteliales ya que “sobre-

regula” las proteinas antiapoptéticas bcl-2 y/o Akt
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2. COX-2 COMO FACTOR PRONOSTICO
Desde que se conocieron los efectos angiogénicos de la COX-2, diversos
autores han estudiado su implicacion en distintas neoplasias, intentando

valorar su utilidad como factor prondstico.

La COX-2 se ha valorado en neoplasias de mdltiples localizaciones, Gallo y
cols. demostraron que en los tumores de cabeza y cuello existia una
correlacién significativa entre los niveles de COX-2 y la vascularizacién
tumoral (p< 0.0001) y la densidad de microvasos (p<0.007) y con el
VEGF'*.

Asimismo, Uefuji y cols. estudiando los adenocarcinomas gdstricos
hallaron una correlacion positiva entre los niveles de COX-2 en las células
neopldsicas y la densidad de microvasos, en estos casos la sobreexpresion
de COX-2 se relacionaba con niveles elevados de prostaglandinas E2 que

se encontraba en la mucosa gds‘rrica”5.

Se han estudiado ambas isoformas de COX (COX-1 y COX-2) en
elementos tumorales. Especificamente en la mama, hay que resefiar un
estudio realizado por Denker con 221 neoplasias mamarias, en los cuales
se analizaron tanto COX-1 como COX-2, para intentar establecer su
relacion como factores prondsticos. Su primer resultado que obtuvieron
fue que la isoforma relacionada con el pronéstico era la COX-2. Ademds
consiguieron establecer relaciones estadisticamente significativas de la
COX-2 con factores prondsticos conocidos como: tamafio tumoral
(p<0.0005), afectacidn ganglionar (p<0.0005), invasién vascular (p=0.03),
RE negativos (p=0.04) y pobre diferenciacion (p<0.0005)116.

Existen numerosos estudios que valoran la COX-2 en las neoplasias

mamarias. Se han detectado niveles elevados de COX-2 en lesiones
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preneopldsicas, en carcinomas in situ, asi como en carcinomas infiltrantes

mamarios.

Half y cols. demostraron que en el componente in situ préximo a la
neoplasia invasiva se detectaban niveles mds elevados de COX-2 que en el
propio componente infiltrante, sugiriendo que la expresion de COX-2
podria tener un papel importante, al ser un evento precoz en la

carcinogénesis mamaria'"’.

Otros estudios realizados, valoran la presencia de COX-2 tanto en la
células neopldsicas como en el epitelio normal, para asi llegar a conocer el
mecanismo de actuacién de la COX-2. Estos autores observaron que en
las células no neopldsicas cercanas a las fumorales existia sobreexpresién
de COX-2, pero esta sobreexpresion no se observaba en las células no
tumorales distantes al tumor, surgiendo asi la posibilidad de que COX-2
presentara un efecto paracrino en la angiogenesis tumoral. Ademds se
podria correlacionar los niveles de COX-2 en estas células con el

posterior riesgo de convertirse en neopldsicas'®.

Los niveles de prostaglandinas segregados por la activacién de la COX-2
en las células neopldsicas ejercen como moduladores positivos para la

angiogénesis y el crecimiento tumoral.

Existen numerosos articulos que relacionan la presencia de COX-2 en
neoplasias mamarias y la correlacionan con factores prondsticos ya
conocidos, en esta linea un grupo de investigadores dirigidos por Jeong
Yum Shim estudiaron 64 neoplasias mamarias, en las que valoraron la
COX-2 y su relacién con factores pronésticos clinicopatolégicos como:
tamafio, afectacién ganglionar, estadiaje, receptores de estrdogenos y
progesterona, grado histoldgico y nuclear. Encontraron positividad para
COX-2 en el 72% de los carcinomas. Ademds observaron que existia
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positividad para COX-2 en las células peritumorales, tanto en las células

estromales, endoteliales, e inflamatorias mononucleadas.

Para estos autores la positividad de COX-2 en estas células ejerceria un
efecto paracrino sobre las células tumorales. Ademds, al igual que Soslow,
piensan que sobre las células epiteliales cercanas a estas células

estromales puede asentar una posterior neoplasia'®.

Sin embargo, no todos los estudios demuestran positividad para COX-2
en las células peritumorales. Ristimaki, analizando el significado
prondéstico de COX-2 en carcinomas mamarios, observé solo positividad
de COX-2 en las células neopldsicas, las células estromales adyacentes no

presentaban tincién y si lo hacian era débilmente'?°,

Similares resultados obtuvieron Costa y cols. al valorar la COX-2 en los
carcinomas mamarios, ho observaron tincién en las células estromales ni
en las endoteliales, en contraposicién a la fuerte tincion que presentaban

las células neopldsicas'®.

De este modo seria dificil explicar que la expresién de COX-2 en las
células tumorales se relacione con el incremento en la proliferacion de las

células endoteliales.

Las prostaglandinas presentan propiedades vasoactivas y mitdgenas,
siendo mediadores importantes en el incremento de la permeabilidad

vascular en diversos érganos, como por ejemplo, el endometrio’®’,

Algunos autores como Parret y Rolland demostraron el importante papel
de las prostaglandinas y de la COX-2 en la capacidad de invasién de los

tumores mamarios'%?.

Los mecanismos por los que COX-2 y la PGE2 pueden modular el

desarrollo tumoral mamario fue explicado por Wang.
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En las células epiteliales tumorales de la gldndula mamaria, la PGE2

derivada de la COX-2 puede:

- Estimular la proliferacién y la angiogénesis.
- Aumentar la invasibilidad
- Protege a las células de la apoptosis

- Modula la inmunosupresién

La PGE2 solo estimula la proliferacién de las células epiteliales mamarias

en presencia de EGF.

La PGE2 derivada de la COX-2 puede modular la proliferacién celular
indirectamente, estimulando la sintesis de estrdgenos en el tejido

mamario.

Los niveles elevados de prostaglandinas estimulan a la aromatasa que es

una enzima citocromo p450 que cataliza la produccion de estrégenos.

La PGE2 puede estimular la progresién tumoral por mecanismos
indirectos, ya que suprime a las células inmunes antitumorales. La PGE2
suprime la actividad antitumoral de las células natural killer y
macréfagos, y actda sobre la capacidad de los linfocitos T de producir

citoquinas Th1 (factor de necrosis tumoral-a, interferon, IL-2)'%.

D. PAPEL DE LOS MACROFAGOS EN LA ANGIOGENESIS

En muchos cdnceres humanos, la abundancia de macréfagos en el
microambiente tumoral se correlaciona con mal pronédstico. La evidencia
experimental de la relacién causal entre los macréfagos y el prondstico
procede de modelos de raton de cdncer de mama en los que la ablacidn
genética de los macréfagos dio lugar a la disminucién de la progresidn

tumoral y las metdstasis.
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Los macréfagos son reclutados al frente invasivo mediante factores
quimiotdcticos derivados del tumor. Los macréfagos mejoran la migracién
de células tumorales y la invasion a través de la secrecidén de factores
quimiotdcticos y quimiocinas como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF). También promueven la angiogénesis mediante la sintesis de
factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), y la remodelacién de la matriz extracelular y, en particular, la

regulacién de la fibrinogénesis de coldgeno.

Experimentalmente, se ha demostrado que la ablacion genética de los
macréfagos en ratones del modelo PYMT de cdncer de mama, se traduce
en una menor tasa de progresion del tumor y una inhibicién considerable
de la metdstasis, y que este proceso implica, en parte, la sintesis de los
macréfagos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de

crecimiento vascular endotelial (VEGF)!.

Los estudios clinicos han tratado de identificar las correlaciones entre la
densidad de macréfagos y el pronéstico. Una revision reciente de Bingle y
cols.'?, usando un meta-andlisis, mostré que en mds del 80% de los casos,
un aumento de la densidad de macrdéfagos se asocia con mal prondstico, y
el 20% restante se dividi6 entre los que no tienen efecto y los que tienen

buen prondstico.

E.CUANTIFICACION DE LA ANGIOGENESIS

La cuantificacién y densidad de la angiogénesis en una gran variedad de
neoplasias malignas ha sido estudiada con el objetivo de predecir el
comportamiento bioldgico y pronéstico de las mismas. Varios estudios

sefialan que un alto grado de angiogénesis (aumento del ndmero de vasos y
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mayor densidad vascular) estd asociado con un incremento de la
proliferacion celular, mayor riesgo de metdstasis, recurrencia y peor
prondstico en pacientes con cdncer de mama, colon-rectal, prdstata,
vejiga, neuroblastoma, ovario, gastrointestinal, gldndulas salivales,
gliomas cerebrales, etc. De igual forma el estudio de factores
angiogénicos favorecedores en varios tipos de neoplasias malignas se ha
correlacionado con pardmetros clinico patoldgicos, reportdndose su

expresién como indice de prondstico desfavorable en las mismas.

Existen varios métodos para la cuantificacién de la angiogénesis, la mads
utilizada es la valoracion de la densidad de microvasos. La identificacion
de microvasos se realiza en secciones histoldgicas, a través de la
microscopia 6ptica. Para identificar los microvasos se utilizan marcadores
inmunohistoquimicos que permitan determinar las estructuras vasculares,
con lo que se consigue resaltar los vasos al diferenciarlos del resto del
tejido. Dichos marcadores inmunohistoquimicos suelen ser anticuerpos

monoclonales que se unen a los distintos componentes vasculares.

Existe un anticuerpo que detecta antigenos endoteliales, como es el
factor de Von Willebrand. El factor de Von Willebrand, también
denominado antigeno relacionado con el factor VIII, es una proteina de
250 Kd sintetizada por la célula endotelial que se almacena en el
citoplasma de las células endoteliales (en los cuerpos de Weidel-Palade),

y juega un papel importante en la adherencia y agregacion plaquetaria.

Otros anticuerpos utilizados son los dirigidos hacia el €D 31 (molécula de
adhesién celular endotelial o PECAM) y el CD 34 (antigeno glicoproteico

de superficie de célula progenitora del sistema hematopoyético humano).

El €D 31 es un glicoproteina de membrana de 130 Kd, que forma parte de
las moléculas de adhesion celular y se expresa en las células endoteliales
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que conforman diversas estructuras vasculares, tales como capilares,
sinusoides y vasos de mayor calibre. Ademds, de en las células
endoteliales fambién se expresa en las plaquetas y algunos leucocitos.
Tiene un papel importante en la adhesion leucocitaria al endotelio y en

especial en la transmigracion leucocitaria al mismo.

El €D 34 es un antigeno de diferenciacion leucocitaria que se expresa en
las células madres hematopoyéticas y, fundamentalmente en el endotelio
vascular; es una proteina transmenbrana de cadena Unica de 110 Kd que se
encuentra asociada a microprocesos endoteliales de los brotes

vasculares, interviniendo en la adhesién celular y migracién'?®.

También se valoré la utilidad de la endoglina (CD 105) en el estudio de los
heovasos. La endoglina es una proteina de membrana de180 Kd, cuyo gen
estd localizado en el cromosoma 9934. La endoglina esta presente en
células endoteliales, macréfagos y algunos tipos de fibroblastos, y forma
parte del sistema de receptores de membrana de TGF-beta. . Desde que
el grupo de Letarte descubrio al CD 105 se le han relacionado con

diversas funciones, todas ellas relacionadas con sefales de TGF-beta.

El CD 105 tiene un importante papel en la angiogénesis. Estudios como los
de Wang, Kumar demuestran que existe una sobreexpresion de €D 105
en las células endoteliales tumorales, si lo comparamos con las células

endoteliales de los tejidos sanos'’.

Los anticuerpos dirigidos contra CD 105 muestran una gran especificidad
para la vasculatura tumoral, si lo comparamos con los marcadores pan-
endoteliales como CD 31, CD 34 y factor Von Willebrand. Estos tres
anticuerpos panendoteliales (anti factor vw, anti CD 31 y anti CD34) se
utilizan para el diagnéstico de lesiones de origen vascular, ya sean de
origen benigno o maligno.
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Los anticuerpos pan-endoteliales plantean ciertos problemas a la hora del
recuento de microvasos ya que suelen presentar reacciones cruzadas con

otros tipos celulares.

El inconveniente que plantea el anticuerpo anti factor de Von Willebrand
es que marca tanto el endotelio capilar como el linfdtico, y ademds, hay
veces que no tifie parte de los endotelios capilares de tejidos

tumorales!'?®,

El problema que plantea en anticuerpo anti €D 31 para la cuantificacion
de la densidad de microvasos es que puede presentar reacciones
cruzadas con fibroblastos, células plasmdticas y mielomonociticas, esto
podria inducir falsas sefiales en la cuantificacién, considerando como
positivas células que no lo serian. Este problema puede solucionarse

basandonos en el diferente aspecto morfoldgico.

El anticuerpo anti CD 34 también marca las estructuras linfdaticas, por lo
que nos podria llevar a un error en la cuantificacion de auténticos vasos

neoformados. Ademds puede tener reaccion cruzada con fibroblastos.

Aunque algunos estudios, como el realizado por Martin L y cols. en 1995,
sugirieron que el anti CD 34 era el anticuerpo mds reproducible y seguro
en andlisis de rutina’®®; la mayoria de los investigadores utilizan los
anticuerpos dirigidos contra el factor VIII y contra CD 31. Haciendo
comparaciones entre estos dos anticuerpos, se ha afirmado que el CD 31

tiene una sensibilidad superior’*°.

Un anticuerpo bastante estudiado es el €D 105. Kurman y cols. realizaron
un estudio cuantificando la densidad de microvasos con anti CD 105 y anti
CD 34 en carcinomas mamarios y hallaron una correlacién significativa
entre la DMV y el tiempo libre de enfermedad cuando utilizaron anti CD

105; y no existia esa correlacién cuando para determinar la densidad de
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microvasos usaron marcadores pan-endoteliales como CD 34"! Otros
autores obtuvieron resultados similares en carcinomas no microciticos de

pulmén usando CD 105 y otros marcadores endoteliales.

Behrem S y colabs compararon el CD 105 con el CD 31 al valorar la
microvasculatura en los glioblastomas, y concluyeron que el CD 105 es mds

sensible en la evaluacién de la angiogénesis para dichos tumores'?.

Métodos para la cuantificacion de la densidad de microvasos
intratumorales

Existen diversos métodos para la cuantificacion de microvasos
intratumorales descritos en la literatura, entre los que caben destacar:

- Método de Weidner y cols..

- Graduacion de la densidad de microvasos

- Método de Chalkey.

- Andlisis computerizado de imdgenes.

1. METODO DE WEIDNER

Weidner planteo realizar un recuento de vasos sanguineos en dreas
calientes o "hot spots”, que son zonas del tumor que presentan una mayor
cantidad de neovascularizacion. La necesidad de seleccionar estas dreas
se debe a la heterogenicidad ftumoral en los cortes histoldgicos. El
proceso para el contaje de la microvasculatura tumoral tiene varias

fases:

- Hay que valorar todas las secciones teiiidas con hematoxilina-eosina y
seleccionar aquellas en la que exista un gran componente invasivo tumoral.
- Tomar los bloques de las correspondientes secciones seleccionadas y

realizar cortes de unas 5 micras de espesor para inmunotincion.
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- Inmunotincién de la seccién con un marcador endotelial para poder
determinar la DMV (p. ej: anti-F VIII, anti-CD31, antiCD34, etc).

- Escanear las secciones inmunoteiiidas con microscopia éptica a baja
magnificacién (10-100x) para seleccionar las dreas "hot spot".

- Realizar a mayor aumento (200x, que corresponde a un ftamafio de
campo de 0.74mm) recuento de todos los vasos contenidos en esas dreas

"hot spot".

De acuerdo con Weidner 19913  cualquier célula endotelial
individualmente inmunotefiida, o grupo de células que puedan claramente
separarse de microvasos adyacentes, células ftumorales y de otras
estructuras del estroma, deben ser consideradas microvasos contables.
La existencia de luz vascular no es requisito. Weidner no entra en
consideraciones de calibre vascular para considerar un vaso contable o

no.

Graduacion de DMV:

Consiste en una determinacion semi cuantitativa de la densidad
microvascular, trasladando los valores continuos de DMV a valores
categdricos en una escala de tres grupos (+1 a +3), lo que resulta mds
facil y rdpido, pero inevitablemente conlleva pérdida de informacion.
Diversos estudios han encontrado una correlacion positiva entre la
determinacién de DMV por métodos cuantitativos y semicuantitativos y
comprobado que ambos eran predictores estadisticamente significativos
de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad

(SLE)133,134,135

Fox y cols. 1995 realizaron un estudio comparativo de densidad

microvascular en cdncer de mama comparando su determinacién por CIAS
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(andlisis computarizado de imagen) y con gradiente semicuantitativo,
encontrando una amplia correlacién en cuanto al drea luminal, y una menor
correlacién con el perimetro y el nimero de vasos, sugeriendo que el
investigador cuando realiza el gradiente se guia fundamentalmente por el
drea total de vascularizacion tumoral mds que por el nimero de

microvasos considerados aisladamente!3.

2. METODO DE CHALKEY (Chalkley H 1943)

El recuento seglin el método de Chalkey fue introducido por Chalkley H
1943. Este método también implica escanear el tumor, a baja
magnificacion para identificar las dreas que dan la impresién de contener
el mdximo ndmero de microvasos. Es un método reconocido por el Comité
Internacional para la valoracion de la angiogénesis de tumores sélidos.
Este método consiste en una rejilla que contiene 25 puntos distribuidos
al azar que se coloca sobre el ocular del microscopio. La cuantificacion
vascular en las dreas de tumor se efectla en los cortes seleccionados y
tefiidos con un anticuerpo especifico para vasos (CD 31, CD 34, CD 105)
en los denominados “hot- spots” o puntos calientes del tumor. Estos
puntos representan la zona de mayor densidad vascular del fumor y se

localizan tras barrido a bajo aumento (10X).

Con la rejilla de Chalkey y realizando una rotacién del ocular se hace
coincidir el mdximo de puntos con los vasos tefiidos con el anticuerpo
seleccionado, efectuando el contaje de positividad de imnunotincidn
coincidente (a 250X), estudiando para cada caso 3 puntos calientes y

obteniendo la media ponderada.
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Fox y cols. en 1995 en un estudio piloto en cdancer de mama encontraron
una significativa correlacién entre los métodos de Weidner y Chalkley'*®.

Ambos métodos, en el estudio de Fox en cdncer de mama y en el de
Dickinson AL 1994 en cdncer de vejiga, proporcionaban informacion

prondstica independiente!¥13.

Gasparini 6 y cols. en 1996, en un estudio multicéntrico, encontraron que
en el andlisis multivariante el score Chalkley poseia una gran significacion
como predictor independiente de resultados. Este estudio sugiere la
validez del uso del método Chalkley para comparar las determinaciones de
angiogénesis con intencién prondstica entre distintos centros'®. Sin
embargo, con este método sigue siendo necesario realizar el paso mds

observador-dependiente, la seleccién de las dreas "hot spot".

3. ANALISIS COMPUTERIZADO DE IMAGEN (CIAS)

Desde finales de la década de los 70 y principios de los 80 el estudio
anatomopatoldgico se ha visto enriquecido por la aparicién de métodos
que permiten objetivar y cuantificar caracteristicas morfoldgicas
celulares. Dentro de estas nuevas técnicas se incluyen: morfometria,
citofotometria, citofluorometria de flujo y el andlisis de imagen; las
cuales permiten medir lo que hasta ese momento sélo podia valorarse
comparativamente, permitiendo transformar la patologia cualitativa

tradicional en patologia cuantitativa.

El andlisis computarizado de imdgenes supone un intento de evitar la
influencia de factores subjetivos, agilizar los estudios y mejorar la

fiabilidad.

CIAS proporciona informacion adicional de la morfologia de la

vascularizacién tumoral. La mayoria de los estudios parecen indicar que el
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drea vascular media (AVM) y perimetro vascular medio (PVM) son un
reflejo cuantitativo del grado de eventos fisiopatoldgicos implicados en la
angiogénesis de los fumores en progresion. La integracién de DMV, AVM y
PVM, con informacién del estado de actividad del endotelio tumoral,
puede proporcionar una valoracién mds dindmica del comportamiento

vascular de los tumores!3149,

El CIAS puede ser introducido como el método mds objetivo para la
cuantificacién de microvasos y eventualmente para realizar seleccion

automadtica de las dreas "hot spot".

Charpin C y cols. en 1995 Y Belien y cols. en 1999, desarrollaron un
programa usando un microscopio monitorizado en interfase con el sistema
de andlisis de imagen, escaneando la seccion tumoral entera para la
identificacion automadtica de las zonas "hot spot" y asi realizar un contaje
microvascular mds objetivo, solventando el problema de la subjetividad en

la determinacién de las dreas "hot spots"!*14,

Aparte del contaje microvascular, la determinacion de la medida de la
proliferacion de células endoteliales (ECP) y del recubrimiento pericitico

reflejan el estado funcional del lecho microvascular.

Proliferacion de células endoteliales (ECP):

Esta técnica permite la determinacion simultdnea de células endoteliales
y células tumorales proliferantes (TCP) mediante doble irnmunomarcaje
con anticuerpos directos frente a las células endoteliales y células
tumorales proliferantes. La razén TCP/ECP refleja ampliamente el grado
de crecimiento tumoral angiogénico independiente. Asi, ECP puede ser de

inferés a la hora de seleccionar los fumores para la aplicacién de
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esquemas de fratamiento que inhiben el crecimiento de los vasos

sanguineos.

Porcentaje de recubrimiento pericitico:

Eberhard vy cols!®> midieron los indices de recubrimiento de los
microvasos por los pericitos en seis tipos distintos de tumores malignos
en humanos mediante marcaje simultdneo de las células endoteliales (anti
CD34 o anti-v-vWF) y de las células musculares (antialfa-actina muisculo
liso), y observaron indices muy dispares entre los distintos fumores p. ej,
del 10% en glioblastomas (valor medio), hasta un 70% en cdncer de colon
y un 60% en el corpus rubrum del ovario (una fase de alta actividad
angiogénica fisioldgica dentro del desarrollo folicular). Encontrando pues,
una aparente ausencia de correlacién entre la fraccion de proliferacion
de células endoteliales y bajos indices de cobertura de pericitos,
probablemente basada en las diferencias pre-existentes en cuanto a los

indices de cobertura de pericitos en los tejidos normales circundantes de

los distintos tipos de tumores.

Asi, los datos de cobertura pericitica deben sdlo ser interpretados
manteniendo en mente los indices de cobertura del correspondiente

parénquima normal'%.

El remodelado de los vasos sanguineos de la retina es sélo posible en la
vida postnatal en ausencia de cobertura pericitica'®. Esta observacién

tiene importantes implicaciones para el tratamiento anti-angiogénico.

Benjamin y cols, han comprobado que la ablacion androgénica de los
tumores de préstata conduce a una disminucién de los niveles de VEGF
dentro del tumor, induciendo selectiva regresion de los microvasos que no

poseian cobertura pericitica™*.
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Asi, se puede concluir que pardmetros de maduracién de los vasos
sanguineos pueden predecir la eficacia de un tratamiento anti-VEGF a la
hora de reducir la masa tumoral en pacientes considerados

individualmente.

4. METODOS COMPLEMENTARIOS

Entre los métodos complementarios para determinar el potencial

angiogénico de los tumores disponemos de :

- Marcadores histopatologicos sustitutivos de la actividad angiogénica
de los tumores:
+ Focos de fibrosis:

Un foco de fibrosis es definido como un drea cicatricial que reemplaza
necrosis en el centro de un carcinoma. Fue propuesta en 1996 por Hasebe
y cols como un indicador de agresividad tumoral en los carcinomas
invasivos ductal infiltrante de mama. Aparece como un centro esclerdtico
que se expande radialmente y que consta de sueltas, densas, o hialinas
bandas de coldgeno, y un ndmero variable de fibroblastos. El tejido
eldstico puede ser muy abundante. Los focos de fibrosis mds pequefios de
3 mm de didmetro no suelen contener células fumorales, mientras que los
mayores algunas veces. En el cdncer de mama la presencia de un foco de
fibrosis se ha visto que predice alta densidad microvascular y una alta
fraccién de células endoteliales proliferantes'® y, aunque se requieren
estudios confirmatorios, parece que la presencia de un foco de fibrosis
estd significativamente asociada con recaida precoz a distancia en

pacientes con cdncer de mama'*.
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+ Patron de crecimiento de los tumores
Distinguimos entre patrén infiltrativo y expansivo. Se han visto que los
distintos patrones de crecimiento presentan distintos perfiles

angiogénicos'*6147 148

Otro marcador inmunohistoquimico de grado de crecimiento tumoral
dependiente de angiogénesis es la expresién del factor inducible por la

hipoxia HIF-1'*,

- Otros marcadores sustitutivos de la actividad angiogénica de los
tumores:
La principal desventaja de los marcadores sustitutivos histoldgicos es la
inherente inter-observador variabilidad. Otros acercamientos mads
objetivos pueden ser:

- Cuantificacion por citometria de flujo de las células endoteliales
circulantes™®.

- Cuantificacion de la expresion de factores angiogénicos en los
tejidos:
En diversos estudios se ha visto que la expresion de altos niveles de
VEGF en tejidos tumorales se asocia significativamente a pobre
prondéstico 'y pobre beneficio del tratamiento  adyuvante
convencional 122133

- Determinacién de niveles circulantes de factores angiogénicos:
Como la mayoria de los factores angiogénicos son péptidos solubles y
difusibles, los niveles circulantes de factores angiogénicos deberian
tedricamente reflejar la actividad angiogénica del tumor. Su
determinacién tiene potenciales ventajas comparado con la evaluacion de

la actividad angiogénica en los tejidos tumorales™*.
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Determinacion de los niveles circulantes VEGF:

Los estudios en los cdnceres gastrointestinales han indicado
consistentemente el valor pronéstico de los niveles circulantes de VEGF.
El cdncer colorrectal ha sido el mds ampliamente estudiado en este

sentido®®.

Con muy pocas excepciones, los estudios realizados de los niveles
circulantes de VEGF en los distintos cdanceres muestran una correlacion
positiva de altos niveles en plasma o suero de VEGF con avanzado estadio
tumoral y pobre supervivencia.

Por otra parte, las discrepancias pueden ser debidas, al menos en parte, a

la ausencia de estandarizacion de la fase pre-analitica.
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IT. PLANTEAMIENTO

DEL TEMA



La angiogénesis es el proceso de creacién de nuevos vasos a partir de
ofros preexistentes, que sucede tanto en condiciones fisioldgicas como
en algunas patologias. Particularmente, el cdncer precisa del proceso de
angiogénesis para obtener los nutrientes necesarios para su crecimiento

progresivo y tfambién para la diseminacién metastdsica.

En carcinomas de diverso origen, se ha demostrado que la cantidad de
vasos neoformados -medida en términos de densidad vascular- se
correlaciona con su agresividad bioldgica. Tanto la supervivencia libre de
enfermedad como con la supervivencia global de pacientes con carcinoma

se han relacionado con la capacidad neoangiogénica del carcinoma.

El inicio y el desarrollo de la angiogénesis dependen de la existencia de
un desequilibrio entre factores de crecimiento que favorecen Ia
formacidén de nuevos vasos (proangiogénicos) y los que se oponen a esta
accién (antiangiogénicos). En las neoplasias se ha observado un
incremento en la produccion de factores angiogénicos por parte de las

células tumorales.

Entre los factores mds involucrados en la angiogénesis se encuentran los
Factores de Crecimiento de Endotelio Vacular (VEGF). Se trata de una
familia de factores de crecimiento compuesta por: VEGF-A (también
conocido como VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. La accion
proangiogénica mds determinante es llevada a cabo por VEGF-A, que
comprende una variedad de proteinas de 121, 145, 165, 189, y 206
aminodcidos, de las que, en el tejido, VEGF165 es la isoforma
predominante. VEGF-A, no sélo es secretado por las células tumorales,
sino también por células del estroma tumoral, principalmente macréfagos
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y fibroblastos. Estudios previos, han puesto de manifiesto la relacion de
secrecién de VEGF con la densidad vascular y el valor pronéstico de VEGF

en pacientes con neoplasias de diferentes origenes.

Relacionada con la angiogénesis, se encuentran ademds otros elementos
involucradas en los procesos inflamatorios. La densidad del infiltrado de
macréfagos que acompafia al crecimiento neopldsico se ha relacionado con
la progresion del mismo, probablemente a través de la secrecion de
citocinas y factores de crecimiento que favorecen la migracion celular y
la angiogéneisis. De igual forma, la sobreexpresion de COX-2, asociada
con enfermedades inflamatorias crénicas y algunos tipos de neoplasias,
muestra un efecto tumorigénico, que depende principalmente de su accién
proangiogénica indirecta, a través de la induccién de secrecién de
factores angiogénicos. Su utilidad como factor prondstico ha sido puesta

de manifiesto en diversos tipos de carcinomas.

En este trabajo hemos estudiado una serie de pacientes con carcinoma de
mama analizando su densidad vascular, la secrecion de VEGF-A por las
células tumorales, la densidad de macréfagos, asi como la expresion de

COX-2, con los siguientes objetivos:

- Averiguar la relevancia de la densidad vascular y la expresién de VEGF-
A, tanto por las células tumorales como por los macréfagos, en la
diseminacion a ganglios linfdticos, y su relacién con otros factores

prondsticos establecidos.

- Conocer la expresion de COX-2 en los diferentes tipos y grados
histoldgicos de carcinoma de mama y su relacion con la existencia de

metdstasis ganglionares y otros factores pronésticos

58



- Establecer la influencia de la densidad de macréfagos en la presencia
de afectacién ganglionar y su relacion con la densidad vascular y la

secrecion de VEGF-A 'y COX-2.
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ITT. MATERIAL Y METODOS



A.SELECCION DEL MATERIAL

De las biopsias recibidas por el Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario Virgen de la Victoria durante el periodo
transcurrido entre 1999 y 2002, se seleccionaron aquellos casos

correspondientes a patologia mamaria.

De los 428 casos revisados se seleccionaron 172 segun los siguientes
criterios.
- Criterios de inclusion:

a) Carcinomas de mama extirpados mediante mastectomia o
tumorectomia.

b) Primera neoplasia mamaria diagnosticada a la paciente.

- Criterios de exclusion:

a) Lesiones benignas o las de potencial bioldgico incierto.

b) Aquellos casos en los que unicamente tuviésemos diagndstico por
biopsia con aguja gruesa, ain cuando el diagnéstico fuera de
carcinoma infiltrante.

c¢) Pacientes previamente intervenidas por carcinoma mamario.

d) Tratamiento quimio y/o radioterdpico previo a la cirugia.

e) Sexo masculino.

B.DATOS RECOGIDOS DE CADA CASO

De los informes anatomopatoldgicos se obtuvieron los siguientes

datos:

+ Ndmero de biopsia.
+ Datos clinicos: edad.
+ Tipo de intervencion quirdrgica.

61



+ Diagndstico anatomopatoldgico.

C.ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

De los casos incluidos en el estudio se reevaluaron los siguientes datos

histopatoldgicos cldsicos sobre el material de archivo:

- Tipo de neoplasia, utilizando la clasificacién de la OMS™®,
- Tamafio tumoral. Se consideré como una variable continua y divido en
dos grupos menor y mayor o igual a 2 cm de diametro mdximo

postfijacién segun las recomendaciones del TNM™’.

6rado histoldgico, utilizando la clasificacion de Van Nuys para los
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carcinomas in situ™°, y la clasificacién de Nottingham modificada por

Bloom- Richarson™® para los carcinomas infiltrantes.

Afectacion ganglionar, valorando el nimero de ganglios afectados y el

nimero de ganglios aislados.

D.ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

La tincién inmunohistoquimica se realizé en un tefiidor automdtico (DAKO

TechMate Horizonte). Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes:

- Receptores de estrogenos: para su determinacion utilizamos un
anticuerpo monoclonal de ratén contra RE q, clona 1D5, prediluido, de
DakoCytomation, SA, Barcelona.

- Receptores de progesterona: utilizamos el anticuerpo monoclonal de
ratén contra RP, clona 1A6, prediluido, de DakoCytomation, SA,
Barcelona.

- Oncoproteina p53: utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratén,
clona DO-7, prediluido, de DakoCytomation, , SA, Barcelona, que tifie
tanto p53 natural como mutante.
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Oncoproteina c-erb-B2: para la deteccion inmunohistoquimica del c-
erb-B2 utilizamos el kit de farmacodiagnéstico  Herceptest™
(DakoCytomation, SA, Barcelona).

VEGF: para la cuantificacion de VEGF utilizamos un anticuerpo
monoclonal de ratén, clona C-1, SC7269, de Santa Cruz Biotecnology,
Santa Cruz, CA, USA, que se corresponde con los aminodcidos 1-140
de la molécula de VEGF humano. Para este anticuerpo se utilizé una
dilucion 1:900 y precisé de incubacion overnight en una habitacion a
4°cC.

Ciclooxigenasa-2: para su deteccion inmunohistoquimica utilizamos un
anticuerpo monoclonal de ratén, COX-2, diluido a 1:900, de Cayman
Chemical, Montigny le Bretonneux.

CD 68: Es un marcador histiocitario y para su determinacion
utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratén, clona KP1, prediluido, de
Dako Cytomation, SA, Barcelona.

CD31: para su determinacién utilizamos un anticuerpo monoclonal de
ratén, clona JC/70A, prediluido, de de Dako Cytomation, SA,
Barcelona, las células marcadas por el anticuerpo muestran
predominantemente tincion de la membrana celular, con una tincién

mds débil del citoplasma.

Los cortes se desparafinaron con xilol e hidrataron en gradiente de
alcoholes. La recuperacion del epitopo se realizé por el método de la
olla a presion con buffer de citrato de sodio 0.lmol/l (pH 6). La
actividad de la peroxidasa endégena se bloqued con peroxido de
hidrogeno y para detectar el anticuerpo se utilizé la técnica de la
estreptavidina-biotina inmunoperoxidasa (LASAB, Dako). Como control
negativo se sustituyé el anticuerpo primario por un suero no inmune.
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Como cromégeno se usé diaminobencidina y las preparaciones se

contrastaron con hematoxilina., Techmate™).

E.VALORACION DE LOS RESULTADOS
Receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP), para su
valoracién se consideré (figura 1):

- Positiva: cuando la tincién es nuclear, cualquiera que fuese su
intensidad, y se encuentra presente en un proporcién igual o
superior al 10%.

- Negativa: cuando la tincién es nuclear, cualquiera que fuese su
intensidad, y se encuentra presente en un proporcién inferior al
10%.

¥ N ¢
(PR b R Y
,;,_-",;; .'jﬁhi : 5:
RE y RP negativos RE y RP positivos

Figura 1: Valoracion de los receptores hormonales

Oncoproteina p53: se establecieron tres grupos (figura 2):

- Negativa: cuando no se observa ninguna célula neopldsica con
tincién nuclear.

- Positiva menor del/ 20%: cuando la tincién es nuclear, cualquiera
que fuese su intensidad, y se encuentra presente en un proporcion
inferior al 20%.

- Positiva mayor del 20%: cuando la tincién es nuclear, cualquiera
que fuese su intensidad, y se encuentra presente en un proporcion
igual o superior al 20%.
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Figura 2: Valoracién inmunohistoquimica de p53

La oncoproteina c-erbB-B2: Las células marcadas especificamente por
este anticuerpo presentan un patrén de tincién limitado a la membrana
celular, utilizando el siguiente criterio para su evaluacion (figura 3):

+ 0: Ausencia de tincién o existe en menos del 10%.
+ 1 Tincién de membrana débil o incompleta en mds del 10% de las

células fumorales
+ 2: Tincién de membrana débil o moderada y completa en mds del

10% de las células tumorales
+ 3: Tincién de membrana fuerte y completa en mds del 10% de las

células tumorales.
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Figura 3: Valoracién inmunohistoquimica de c-erb-B2
Los valores Oy 1 fueron considerados negativos.

Los valores 2 y 3 fueron considerados positivos.

La expresion de VEGF se valord, en las células tumorales, en el estromay

en los macrofagos, de O a 3+ (figura 4):

0: ausencia de tincidén
1+: débil tincién

2+: moderada tincién
3+: tincidn fuerte.
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Figura 4: Valoracién inmunohistoquimica de VEGF-A

Se consideraron dos grupos:
- Ausencia de tincidn o tincién débil

- Tincién moderada o intensa

Ciclooxigenasa-2 (COX-2): Para la cuantificacion de la COX-2
utilizamos el método descrito Davies y col.’®°. La expresién de COX-2 fue
evaluada de manera semicuantitativa valorando la intensidad de tincidn
citopldsmica, que puede ser (figura 5):

- 0: Ausencia de tincién.
1: débil tincién.

- 2: moderada tincién.
3: fuerte tincion.

.
o

COX-2 valor O COX-2 valor 1+
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Figura 5: Valoracién inmunohistoquimica de COX-2

Ademds, se realiza una estimacion del porcentaje de células positivas
para cada intensidad en 10 campos de gran aumento. Se multiplica el
porcentaje de células que presenta cada intensidad de tincion, y el
resultado se suma, obteniendo un valor que oscilard de O a 300.
Considerdndose:

- Negativo: 0 a 100.

- Positivo: 101 a 300.

CD 68 presenta un patron de tincion granular o difuso del citoplasma
(figura 6). Hemos valorado el indice macréfagico, cuantificando las
células que presentan tincion para CD68 en 5 campos consecutivos de
gran aumento (400X), en dreas previamente identificadas como con alta

densidad macrofdgica.
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Figura 6: Tincién con CD 68.

CD31 es una proteina transmembranal de tipo 1, de una sola cadena, de
135 kDa, que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. EI CD31
se expresa en todos los endotelios continuos, incluidos los de las arterias,
arteriolas, vénulas, venas y capilares no sinusoidales. Gracias a esta
tincion pudimos encontrar en nuestras preparaciones los neovasos

tumorales formados durante la carcinogénesis.

Cuantificacion de neovasos tumorales asistido por ordenador (figura 7)

Para el estudio de la densidad de microvasos se visualizaron los cortes
seleccionados y tefiidos con €D 31 (anticuerpo de especifico). Se realiza
un barrido a pequefio aumento (10X) y se buscan tres puntos calientes o
"hot-spots”; estos puntos representan las zonas de mayor densidad
vascular tumoral. Estas se buscaban, siempre que era posible, en las

periferias tumorales.
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Figura 7: Cuantificacién de la densidad de microvasos.

Para digitalizar las muestras se utilizé una cdmara Polaroid I DMC y un
objetivo macro. Se tomaron imdgenes en color de 800x600 pixeles
usando el objetivo 10x de un microscopio Nikon Eclipse E400 y
posteriormente se analizaron con el software Visilog 6.3 de Noesis
(Francia). La imagen resultante ocupé un drea de 0.68mm?y en ese campo
se contabilizaron los vasos presentes (este seria un “hot spot”). Este

proceso se repitié tres veces por cada caso.

F.ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron recogidos de manera tabulada en una base de
datos disefiada en Microsoft Excel. El estudio estadistico posterior, se

realizé con la aplicacién SPSS 17.0, para Windows XP professional.
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Las variables consideradas en el trabajo fueron sometidas, en primer
lugar, a un estudio estadistico descriptivo bdsico. Las variables continuas
se evaluaron por su valor numérico real, tomando como valores
representativos la media aritmética y la desviacion tipica.

Las variables nominales cualitativas, distribuidas en dos o mds categorias
segln los casos, se evaluaron mediante el estudio de los recuentos y
frecuencias correspondientes.

En un segundo tiempo se realizaron estudios univariantes y multivariantes
para determinar cual de todas las variables consideradas tenia mayor
significacion estadistica (p<0,05).

Por Ultimo, se efectud el andlisis de supervivencia que incluyo:

1. Tabla de supervivencia general, que nos permitié averiguar la
probabilidad de que un paciente afectado de cdncer de mama
sobreviviera a un tiempo t determinado, que en nuestro caso fueron 120
meses divididos en periodos de 12 meses.

2. Supervivencia segin método de Kaplan-Meier, que permitié construir
curvas en la que se describio la evolucion del grupo de pacientes desde el
principio hasta el final del estudio, con las proporciones de supervivencia
para diferentes intervalos de tiempo. La comparacion de las curvas de
supervivencia de 2 o mds grupos de pacientes, para comprobar si existian
diferencias significativas entre ellas se realizé mediante el test de
log-rank y de Wilcoxon, que calculan las muertes esperadas y las

comparan con las observadas.
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IV.RESULTADOS



A.ESTADISICA DESCRIPTIVA:
1. PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS:

1.1. Tipo histologico

El tipo histoldgico mds frecuente fue el carcinoma ductal, que pudo
observarse hasta en el 64% de los casos, mientras que los tipos papilar y
mucinoso fueron los menos diagnosticados (3,5% y 4,1% respectivamente)

(Figura 8 y Tabla 1).

N° Porcentaje
Variable
casos (%)
Ca. ductal 110 640
Ca. lobulillar 37 21'5
Ca. mucinoso 7 41
OCa. Ductal OCa. Lobulillar ca. in situ 12 70
OCa. Mucinoso OcCa. In situ -
aca. Papilar Ca. papilar 6 3'5
Figura 8: Tipo histoldgico. Tabla 1: Tipo histoldgico
1.2. Tamaiio

El famafio tumoral, expresado en centimetros, mostré un valor medio

de 2'3 cm, oscilando entre 0'3 y 10 cm. (Tablas 2 y 3).

Variable | N° de casos | Media | D.T | Rango
Tamafio 172 2'31 | 1'40 | 0'30-10

Tabla 2: Tamano tumoral
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Tamafio N° de casos | Porcentaje(%)

Menor de 2 cm. 100 58'1

Mayor o igual a 2 cm. 72 419

Tabla 3: Tamafno tumoral

1.3. 6rado histolégico

El grado histoldgico, establecido como bajo, intermedio y alto grado,
demostro que el mayor nidmero de casos (81) le correspondia al grado
intermedio mientras que los grados bajo y alto presentaron un nimero

similar de casos (48 y 43, respectivamente) (Figura 9).

50,00%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

Bajo Intermedio Alto

Figura 9: Distribucion de la muestra segun el grado histoldgico

1.4. Ganglios afectos

La proporcion de casos fue muy similar entre los que presentaron ganglios
afectos y ganglios libres de enfermedad, con un discreto mayor nimero
de casos para el grupo con ganglios positivos (Figura 10). Cuando
estudiamos el nimero de ganglios afectos encontramos una media de 6'15

ganglios, con un rango que oscilé entre 1y 28 (Tabla 4).
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DAfectacion ganglionar ONo afectacién ganglionar

Figura 10: Distribucién de los casos segun la afectacién ganglionar

Variable

N° de casos

Media

D.T

Rango

Ganglios afectos 78

6'15

6'22

1-28

Tabla 4: Distribucién del nimero de ganglios afectos.

1.5. Receptores hormonales

De los 172 casos estudiados, 128 presentaron receptores de

estrogenos positivos y 130 receptores de progesterona positivos.

Mientras que, tan solo, 42 casos mostraron positividad para c-erb-B2

(Figura 11).

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

RE RP

c-erb-B2

B Positivo

BNegativo

Figura 11: Distribucién de los casos segtn los receptores hormonales y

c-erb-B2
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1.6.Expresion de p53

La expresion de p53 fue preferentemente negativa (71,5% de los casos),
mientras que en los casos positivos la distribucién fue similar entre los
que presentaban tincién inferior (12,2%) o superior (16,3%) al 20% de las

células (Tabla 5).

p53 N° de casos | Porcentaje(%)
Negativo 123 715
Positivo <20% 21 12'2
Positivo >207% 28 16'3

Tabla 5: Distribucién p53

2. PARAMETROS RELACTONADOS CON LA ANGIOGENESIS
2.1. Expresion de VEGF en células tumorales y células macrofdgicas

Cuando se valoré la expresiéon de VEGF en las células tumorales se
observaron frecuencias similares entre los casos con tincion débil o
ausente y tincion moderada o intensa. Pero cuando dicha expresién se
estudié en los macréfagos peritumorales se pudo constatar que la mayor

parte de los casos (76,7%) no expresaban VEGF (Figura 12).

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00% Olntensa tincion

B Ausencia de tincion

20,00%

10,00%

0,00%

VEGF tumoral VEGF macrofagico

Figura 12: Expresién de VEGF en células tumorales y macréfagos
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2.2. Densidad de microvasos
La densidad de microvasos, cuantificada en las tres dreas peritumorales
de mayor densidad, mostré una media de 16'65 vasos (desviacion tipica de

8,3) (Tabla 6).

Variable N° de casos | Media D.T Rango

Densidad de microvasos 172 16'658 8'375 1-46'33

Tabla 6: Distribucion segin la densidad de microvasos

2.3. Expresion de COX-2
Los niveles de COX-2 oscilaron entre O y 300, dividiéndose en dos
grupos, siendo discretamente mds elevado el grupo considerado como

negativo (Tabla 7)

COX-2 N° de casos | Porcentaje (%)
Negativo (0-100) 90 52'3
Positivo (101-300) 82 47'7

Tabla 7: Expresién de COX-2

3. EXPRESION DE CD68

Al valorar el indice macrofdgico, cuantificando células tefiidas con CD68
en cinco campos de gran aumento, se observé una media de 5998

macréfagos, con un rango de entre O y 404 (Tabla 8).

Variable | N° de casos | Media | Desviacion tipica Rango

cD 68 172 59'98 60'345 0-404

Tabla 8: Distribucion segin CD 68
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B.ESTADISTICA ANALITICA

1. RELACION DEL VEGF EN CELULAS TUMORALES CON FACTORES
HISTOPATOLOGICOS

1.1 VEGF en las células tumorales y el tamafio tumoral (cm)

Al valorar el tamafio de las neoplasias estudiadas y los niveles de VEGF
tumoral, vemos que éstos se correlacionan de manera inversa; aquellos
casos con ausencia o tincién débil para VEGF tumoral presentan un
tamafio tumoral mayor que aquellos con tincién moderada o intensa, siendo

este resultado estadisticamente significativo (Tabla 9).

VEGF en células N°
Media | D.T | Sig.
Tamaho tumorales €asos
tumoral Ausencia/Tincion débil 96 2'61 1'55
(cm) Tincién moderada/Intensa 76 192 | 1'92 | p=0'002

Tabla 9: Relacion de VEGF en células tumorales y el tamafio tumoral.

1.2 VEGF en las células tumorales y el tipo histolégico

Hemos constatado que, en los carcinomas ductales y los carcinomas in
situ no se observan grandes diferencias en la expresién de VEGF en las
células tumorales. Sin embargo, los carcinomas lobulillares presentaban,
hasta en el 67,6% de los casos, tincién débil o ausente, mientras que los
carcinomas papilares y los mucinosos mostraban, preferentemente,
tincién moderada o intensa en el 83,3% y el 85,7% de los casos,

respectivamente (p=0,03) (Tabla 10).
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N° de casos (%) Sig.
VEGF en células
Carcinoma Carcinoma Ca.in
tumorales Ca.ductal Ca.papilar
lobulillar mucinoso sity
p=003
Ausencia/Tincion débil | 62(56'4) 25(67'6) 1(14'3) 7(58'3) 1(16'7)
Tincion
48(43'6) 12(32'4) 6(85'7) 5(417) 5(83'3)
moderada/Intensa

Tabla 10: Relacion de VEGF en células tumorales y el tipo histoldgico.

1.3 VEGF en las células tumorales y el grado histolégico
Al estudiar la relacién entre el VEGF tumoral y el grado histoldgico de la

lesién no se han advertido diferencias significativas (Tabla 11).

N° de casos (%) Sig.
6rado
VEGF en células tumorales Bajo grado Alto grado
intermedio
Ausencia/Tincion débil 22 (45'8) 53 (65'4) 21(48'8) | p=0'54
Tincion moderada/Intensa 26 (54'2) 28 (34'6) 22 (512)

Tabla 11: Relacién del VEGF en células tumorales con el grado histoldgico.

1.4 VEGF en las células tumorales y afectacion ganglionar

En la relacién entre la afectacién ganglionar y el nivel de expresion de
VEGF en las células tumorales hemos podido observar que, en los casos
con afectacién ganglionar, hasta el 69,2% de los casos presentaban una
tincion débil o ausente (p= 0,002), mientras que los casos sin afectacion
ganglionar no mostraron diferencias significativas en dicha expresién

(Tabla 12).
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N°de casos (%) Sig.
VEGF en células | Sin afectacion | Con afectacion
tumorales ganglionar ganglionar
Ausencia/Tincion débil 42 (44'7) 54 (69'2) .
p=0'002
Tincion
52 (55'3) 24 (30'8)
moderada/Intensa

Tabla 12: VEGF en las células tumorales y afectacién ganglionar

Al estudiar el ndmero de ganglios afectos y compararlos con la expresion
de VEGF en las células tumorales, vemos que la expresion de VEGF

tumoral es independiente del nimero de ganglios metastdsicos (Tabla 13).

VEGF en células N° de
Media | DT | Sig.
tumorales €asos
Ausencia/Tincion
Ganglios 54 6'17 | 6'83
débil
afectos p=0'26
Tincion
24 6'13 | 4'68
moderada/intensa

Tabla 13: VEGF en las células tumorales y n° de ganglios afectos

2. RELACION DE VEGF EN CELULAS TUMORALES CON LA
EXPRESION DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

2.1 VEGF en las células tumorales y los receptores hormonales

Al cuantificar el VEGF en las células tumorales y relacionarlos con la
expresion de receptores hormonales, hemos observado que los casos con
tinciéon de VEGF débil o ausente eran preferentemente RE positivos
(58,6%), mientras que los casos con tincién moderada o intensa de VEGF

eran con mayor frecuencia RE negativos (52,3%). Esta diferencia alcanza
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valores con significacion estadistica (p= 0,03) al comparar la expresion de
VEGF en las células tumorales con la expresion de los receptores de
progesterona, siendo mayoritariamente moderada o infensa en los casos
con RP negativos (57,1%) y ausente o débil en los casos con RP positivos

(Tabla 14).

N° de casos (%) Sig N de casos (%) Sig.

VEGF en células RE RE RP RP
tumorales positivos | negativos positivos | negativos
Ausencia/Tincion

75 (58'6) | 21(477) 78 (60) 18 (42'9)
débil p=0'21 p=0'03
Tincion

53 (41'4) | 23 (52'3) 52 (40) 24 (57'1)
moderada/Intensa

Tabla 14: VEGF en las células tumorales y receptores hormonales

2.2 VEGF en las células tumorales y c-erb-B2

Cuando estudiamos la expresion de VEGF en las células tumorales en
relacién con la expresion de c-erb-B2 no observamos diferencias entre
los casos negativos y positivos, siendo para los dos grupos
preferentemente ausente o débil (56,2% y 54,8% respectivamente)

(Tabla 15).

N° de casos (%) Sig.
VEGF en células c-erb-B2 c-erb-B2
tumorales . .
positivos negativos
Ausencia/Tincion débil 23 (54'8) 73 (56'2) p=0'5
Tincion moderada/intensa 19 (45'2) 57 (43'8)

Tabla 15: VEGF en las células tumorales y c-erb-B2.
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2.3 VEGF en las células tumorales y p53

Al relacionar el VEGF tumoral con la expresion de p53, apreciamos que
aquellos casos p53 negativos y los positivos <20% presentaban con mds
frecuencia ausencia de tincion o tincion débil (57,7% y 57,1%
respectivamente), mientras que en los casos p53 positivos >20%, la
tincion es mayoritariamente moderada o intensa (53,6%), aunque estas

diferencias no alcanzan niveles de significacién estadistica (Tabla 16).

N° de casos (%) Sig.
VEGF en  células | p53 p53 p53
tumorales negativo | positivo<20% | positivo>20%
Ausencia/Tincion débil | 71(57'7) 12(57'1) 13(46'4)
p=0'5
Tincion
52(42'3) 9(42'9) 15(53'6)
moderada/intensa

Tabla 16: VEGF en las células tumorales y expresion de p53

2.4 VEGF en las células tumorales y COX-2

Los niveles de COX-2 observados el grupo de casos con ausencia o tincion
débil de VEGF en células tumorales tienden a ser negativos, mientras que
en el grupo con tincién moderada/intensa de VEGF en células tumorales

hay un mayor nimero de casos positivos (Tabla 17).
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COX-2 Sig.
VEGF en  células N° de casos (%)
tumorales Ausencia/Tincion | Tincion
débil moderada/intensa
Ausencia/Tincion débil 57(63'3) 39(47'6) p=0'037
Tincion
33(36'7) 43(52'4)
moderada/intensa

Tabla 17: VEGF en las células tumorales y expresion de COX-2

2.5 VEGF en las células tumorales y CD 68
Los casos con tincién débil o ausente de VEGF en las células tumorales
presentaron un indice macrofdgico superior frente a aquellos casos con

tincién moderada o intensa (Tabla 18).

VEGF en  células | N° de | Media | DT Sig.
CD68 | tumorales €asos
Ausencia/Tincion débil 96 62'25 | 69'09
Tincion p=0'23
76 57'12 | 47'33
moderada/intensa

Tabla 18: VEGF en las células tumorales y expresién de CD68

2.6 VEGF en las células tumorales y densidad de microvasos

Cuando relacionamos la densidad de microvasos con la expresién de VEGF
por parte de las células tumorales no observamos diferencias
significativas entre los casos con tincién débil o ausente y los casos con

tincion moderada o intensa, tan sélo un discreto mayor nimero de vasos
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en los casos con ausencia de tincion o tincion débil de VEGF en la células

tumorales (Tabla 19).

VEGF en células | N® de | Media | DT | Sig.
tumorales €asos
Densidad de
microvasos Ausencia/Tincion
96 17'59 | 8'42
débil
p=0'86
Tincion
76 15'47 | 8'22
moderada/intensa

Tabla 19: VEGF en las células tumorales y la densidad de microvasos

2.7 VEGF en las células tumorales y VEGF en los macréfagos

Hemos observado relacion estadisticamente significativa entre la

expresion de VEGF en las células tumorales y en los macréfagos. Cuando

la expresién de VEGF era moderada o intensa en las células tumorales,

también lo fue en los macréfagos hasta en el 65% de los casos mientras

que cuando fue débil o ausente, también lo fue en los macréfagos hasta

en el 62,1% de los casos (Tabla 20).

VEGF en macrofagos Sig.
VEGF en células N de casos (%)
tumorales Ausencia/Tincion | Tincion
débil moderada/intensa

Ausencia/Tincion

82(62'1) 14(35'0) p=0'002
débil
Tincion

50(37'9) 26(65'0)
moderada/intensa

Tabla 20: VEGF en las células tumorales y VEGF en los macréfagos
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3. RELACION DEL VEGF EN MACROFAGOS CON FACTORES
HISTOPATOLOGICOS

3.1 VEGF en los macrofagos y el tamafio tumoral

El famafio medio de las neoplasias estudiadas es discretamente mayor en
los casos con tincién de VEGF en macrofagos moderada o intensa que en

aquellos con ausencia o tincion débil (Tabla 21).

Tamaiio VEGF en macréfagos |N°  de | Media | D.T
Sig.
tumoral casos
(cm) Ausencia/Tincion
132 2'28 | 121
débil
Tincion p=0'81
40 2'38 | 192
moderada/intensa

Tabla 21: VEGF en macréfagos y tamafio tumoral (cm)

3.2 VEGF en los macrofagos y el tipo histoldgico

No hemos encontrado relacién entre el tipo histoldgico y la tincién de
VEGF macrofdgico, ya que independientemente del tipo histoldgico, en
todos los casos el porcentaje mayor se encuentra en el grupo con

ausencia de tincidn o tincion débil (Tabla 22).

VEGF en N° de casos (%) Sig.
macréfagos Ca.ductal Ca.lobulillar Ca.mucinoso Ca.in situ | Ca.papilar
Ausencia/Tincion

79(71'4) 30(81'1) 7(100) 10(83'3) | 6(100)
débil

p=0'19

Tincion

31(28'2) 7(18'9) 0(0) 2(16'7) 0(0)
moderada/Intensa

Tabla 22: VEGF en macrofagos y tipo histolégico.
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3.3 VEGF en los macrofagos y el grado histologico
No hemos encontrado relacién entre el VEGF macrofdgico y el grado
histoldgico, en todos los casos hay tendencia la ausencia de tincion o

tincion débil para VEGF en los macréfagos (Tabla 23).

N° de casos (%) Sig.

VEGF en macréfagos | Bajo grado | Grado intermedio | Alto grado
Ausencia/Tincion

41 (85'4) 63 (77'8) 28 (65'1)
débil p=0'07
Tincion

7 (14'6) 18 (22'2) 15 (34'9)
moderada/Intensa

Tabla 23: VEGF en macréfagos y grado histoldgico.

3.4 VEGF en los macrofagos y afectacion ganglionar

Tanto en los casos con afectacion ganglionar, como en los que no
presentan afectacién ganglionar, existe un mayor nimero de casos con
ausencia de tincion o tincion débil para VEGF en las células macrofdgicas.
(Tabla 24). Pero al estudiar los casos con ganglios positivos observamos
que, en el grupo con expresién moderada/intensa de VEGF en los
macréfagos, el nimero de ganglios afectados es mayor que en el grupo

con tincién débil o ausente (p=0,005) (Tabla 25)

N° de casos (%) Sig.
VEGF en macrofagos | Sin afectacién | Con afectacion
ganglionar ganglionar

Ausencia/Tincion

71 (75'5) 61 (78'2) P=0'6
débil
Tincion

23 (24'D) 17 (21'8)
moderada/Intensa

Tabla 24: VEGF en los macréfagos y afectacion ganglionar.
86



afectos

Ganglios

VEGF en | N° de | Media | DT
Sig.

macréfagos casos
Ausencia/Tincion

61 570 | 567
débil
Tincion p=0'05

17 776 7'82
moderada/intensa

Tabla 25: VEGF en los macréfagos y n° de ganglios afectados

4. RELACION DEL VEGF EN MACROFAGOS CON LA EXPRESION DE
MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

4.1 VEGF en los macrdofagos y los receptores hormonales

Al comparar los receptores hormonales con el VEGF en los macréfagos,

observamos que tanto en RE como en RP positivos existe una notable

tendencia a la ausencia de tincién o tincion débil para VEGF en los

macréfagos, que se hace menos manifiesta en los casos RE y RP negativos.

(Tabla 26).

N° de casos (%) Sig. N° de casos (%) Sig.
VEGF en | RE RE RP RP
macrofagos positivos | negativos positivos | negativos
Ausencia/Tincion

106(82'8) | 26(59'1) 105(80'8) | 27(64'3)
débil p=0'002 p=0'02
Tincion

22(17'2) | 18(40'9) 25(19'2) | 15(357)
moderada/Intensa

Tabla 26: VEGF en los macréfagos y receptores hormonales

87




4.2 VEGF en los macrofagos y c-erb-B2
Al cuantificar el VEGF en macréfagos, y relacionarla con la expresion de
c-erb-B2, se observa que presentan, preferentemente, una tincion débil o

ausente independientemente de la expresién de c-erb-B2 (Tabla 27).

N° de casos (%) Sig.
VEGF en macrofagos c-erb-B2 c-erb-B2
negativo positivo
Ausencia/Tincion débil 104 (80) 28 (66'7)
p=075

Tincion

26 (20) 14 (33'3)
moderada/Intensa

Tabla 27: VEGF en los macréfagos y expresion de c-erb-B2

4.3 VEGF en los macrofagos y p53

Hemos observado que, conforme aumenta la expresién de p53 en las
células tumorales aumenta el nimero de casos con expresion moderada o
intensa de VEGF en los macrdéfagos, hasta el 46,4% cuando la p53 era
mayor del 20%. Esta diferencia ha resultado ser estadisticamente

significativa (p=0,002) (Tabla 28).

VEGF en | N°de casos (%) Sig.
macroéfagos p53 p53 p53

negativo | positivo<20% | positivo>20%
Ausencia/Tincion

103(83'7) 14(66'7) 15(53'6)
débil p=0'002
Tincion

20(16'3) 7(33'3) 13(46'4)

moderada/intensa

Tabla 28: VEGF en los macréfagos y expresion de p53
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4.4 VEGF en los macrofagos y COX-2

Apreciamos que los niveles de COX-2 son mayores en los casos con tincion

moderada o intensa para VEGF en macréfagos que en aquellos con

ausencia o tincién débil (Tabla 29).

COX-2
Sig.
VEGF en macroéfagos N° de casos (%)
Ausencia/Tincion | Tincion
débil moderada/intensa
Ausencia/Tincion
75 (83'3) 57 (69'5)
débil p=0'04
Tincion
15 (16'7) 25 (30'5)
moderada/intensa

Tabla 29: VEGF en los macréfagos y expresion de COX-2

4.5 VEGF en los macrofagos y CD 68

Al comparar la expresion de VEGF en macréfagos y el indice macrofdgico

(CD68) podemos ver que, los casos con tincién moderada o intensa

presentan un mayor indice macrofdgico que aquellos en los que la

expresién de VEGF en los macréfagos es débil o ausente, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa (p= 0,03) (Tabla 29).

CcDh68

VEGF en | N° de | Media |D.T
Sig.

macrofagos casos
Ausencia/Tincion

132 48'24 | 48'62
débil
Tincion p=0'03

40 98'73 | 77'58
moderada/intensa

Tabla 29: VEGF en los macréfagos y expresion de CD68
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4.6 VEGF en los macrofagos y densidad de microvasos

Cuando estudiamos la densidad de microvasos advertimos que es

discretamente superior en los casos con tincién de VEGF en macréfagos

moderada o intensa que en los que presentan una tincion débil o ausente.

(Tabla 30).

Densidad de | VEGF en | N° de | Media|D.T
Sig.
microvasos macrofagos €asos
Ausencia/Tincion
132 16'55 | 8'60
débil
Tincion p=0'98
40 17'01 | 8'03
moderada/intensa

Tabla 30: VEGF en los macrofagos y densidad de microvasos

5. RELACION DE COX-2 CON FACTORES HISTOPATOLOGICOS

5.1 COX-2 y tamafio tumoral

No se ha encontrado relacion entre los niveles de COX-2 y el tamafio

tumoral (Tabla 31).

COX-2 Tamaiio Sig.
N° de casos (%)
Menor de 2 cm. |Mayor de 2 cm.
p=0'87
Negativa (0-100) 53(53) 37(51'4)
Positiva (101-300) 47(47) 35(48'6)

Tabla 31: Relacion de COX-2 y el tamaio tumoral
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5.2 COX-2 y el tipo histoldgico

Al estudiar el valor de COX-2 en los diferentes tipos histoldgicos , solo
en el grupo de los carcinomas lobulillares, hay un mayor nimero de casos
con valores de COX-2 positivos. No encontrdndose ninglin caso de

carcinoma papilar con valores de COX-2 positivos. (Tabla 32)

Tipo histolégico
Sig.

N° de casos (%)
COX-2

Ductal |Lobulilllar | Mucinoso | In situ |Papilar
Negativa (0-100) | 57(51'8) | 13(35'1) | 6(85'7) | 8(66'7) | 6(100)
Positiva (101-300) | 53(48'2) | 24(64'9) | 1(14'3) | 4(33'3) | 0(0)

p=0'07

Tabla 32 : Relacién de COX-2 y el tipo histoldgico

5.3 COX-2 y grado histoldgico

Al relacionar los valores de COX-2 con los distintos tipos histoldgicos
observamos como casi no existen diferencias en el grupo de grado
intermedio. En los grupos extremos (bajo y alto grado) se observa una
relacion directa, puesto que, en el grupo de bajo grado existe un mayor
ndmero de casos con negatividad para COX-2, mientras que se observa
mds positividad para COX-2 en los casos de alto grado. Esta relacién es

estadisticamente significativa (Tabla 33).

6rado histoldgico Sig.
COX-2 N° de casos (%)

Bajo Intermedio | Alto
Negativa (0-100) |34 (70'8)| 42 (51'9) |14 (32'6)
Positiva (101-300)| 14 (29'2) | 39 (48'1) |29 (67'4)

p=0'001

Tabla 33: Relacién de COX-2 y el grado histolédgico
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5.4 COX-2 y afectacion ganglionar

No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre
los valores de COX-2 y la afectacién ganglionar. Sélo resefiar que en el
grupo con afectacion ganglionar, se ha observado un nimero mayor de
casos que presentan negatividad para COX-2. Sin embargo, la
distribucién de los casos segun la positividad o negatividad para COX-2,
en los casos sin afectacién ganglionar, es exactamente la misma (Tabla

34).

N° de casos (%) Sig.
COX-2 Sin afectacion|Con afectacion
ganglionar ganglionar
Negativa (0-100) 47 (50) 43 (55'1) p=0'5
Positiva (101-300) 47 (50) 35 (44'9)

Tabla 34: Relacién de COX-2 y la afectacion ganglionar

6. RELACION DEL COX-2 CON LA EXPRESION DE MARCADORES
INMUNOHISTOQUIMICOS

6.1 COX-2 y receptores hormonales

Al cuantificar los niveles de COX-2 en las neoplasias seglin sean
receptores hormonales positivos o negativos, se obtiene mayor nimero de
casos COX-2 positivos en aquellos casos receptores de estrdogenos y
progesterona negativos. Mientras, que en los casos receptores de
estrégenos y progesterona positivos, es mayor el nimero de casos
negativos para COX-2, siendo ambos resultados estadisticamente

significativo (Tablas 35y 36).
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N de casos (%) Sig.
COX-2
RE positivos | RE negativos
Negativa (0-100) | 75 (58'6) 15 (341) |p=0'004
Positiva (101-300)| 53 (414) 29 (65'9)

Tabla 35: Relacién de COX-2 y receptores hormonales (estrégenos)

N° de casos (%) Sig.
COX-2
RP positivos |RP negativos
Negativa (0-100) | 76 (585) 14 (33'3) |p=0'004
Positiva (101-300)| 54 (41'5) 28 (66'7)

Tabla 36 : Relacién de COX-2 y receptores hormonales (progesterona).

6.2 COX-2 y c-erb-B2

La mayoria de los casos c-erb-B2 negativos muestran negatividad para

COX-2 y dentro del grupo de los c-erb-B2 positivos son mds numerosos

aquellos con positividad para COX-2,

estadisticamente significativo (Tabla 37).

NC° de casos (%) Sig.
COX-2 Positivos | Negativos
Negativa (0-100) |18 (42'9)| 72 (55'4) |p=0'158
Positiva (101-300)|24 (57'1)| 58 (44'6)

Tabla 37: Relacién de COX-2 y c-erb-B2

no siendo este resultado
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6.3 COX-2 y p53

En los casos con expresién para p53 mayor del 20% existe un mayor
ndmero de casos con positividad para COX-2 y en los casos con
negatividad para p53 se observa un mayor nimero de casos que muestran

negativida para COX-2, siendo este resultado estadisticamente

significativo.
N de casos (%) Sig.
COX-2 p53 p53  positiva|p53 positiva
negativa |<20% >20%
p=0'002
Negativa (0-100) | 71(57'7) 13 (619) 6 (21'4)
Positiva (101-300) |52 (42'3) 8 (381) 22 (78'6)

Tabla 38: Relacién de COX-2 y p53.

6.4 COX-2 y CD 68

Se ha encontrado una relacion directa entre los valores de COX-2 y de
CD 68, los valores de CD 68 son menores en el grupo de COX- 2 negativo,
mientras que en el grupo de COX-2 positivos dichos valores son

superiores, siendo estos resultados estadisticamente significativo (Tabla

39).

COX-2 N° de casos |Media|D.T | Sig.

CD 68| Negativa (0-100) 90 5148 5928
p=0'05

Positiva (101-300) 82 69'32 |60'47

Tabla 39: Relacién de expresién de COX-2 y expresion de CD68.
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6.5 COX-2 y densidad de microvasos
No se ha encontrado relacion entre los valores de COX-2 y la densidad de

microvasos (Tabla 40).

COX-2 N°® de|Media |D.T
Sig.
Densidad de casos
microvasos Negativa (0-100) 90 16 |88
p=0'5
Positiva (101-300) 82 17 |79

Tabla 40: Relacién de expresién de COX-2 y la densidad de microvasos.

7. RELACION DEL INDICE MACROFAGICO (CD 68) CON FACTORES
HISTOPATOLOGICOS

7.1 Indice macrofdgico (CD 68) y tamafio tumoral
Existe una correlacion directa entre la expresion de CD 68 y el tamafio

de la neoplasia, que es estadisticamente significativa (p=0'03). (Tabla 41)

Tamaho tumoral (cm)

CD68 | N° de casos | C. de Pearson | Sig.

172 0158 p=0'03

Tabla 41: Relacion de expresion de CD 68 y el tamafio tumoral

7.2 Indice macrofdgico (CD 68) y el tipo histolégico

Al estudiar el indice macrofdgico en los diferentes tipos hitoldgicos
hemos observado que la media varia de un tipo a otro, siendo el carcinoma
mucinoso el que presentaba valores mds bajos mientras que el carcinoma
ductal los mds altos. Los tipos lobulillar y papilar y el carcinoma in situ

presentaban valores muy similares (Tabla 42).
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Tipo histolégico | N® de casos | Media | D.T

Ca. ductal 110 70'90 | 64'93

ca. lobulillar 37 45'59 | 38'84
CD 68

Ca. mucinoso 7 24'29 | 32'13

Ca. in situ 12 36'58 | 73'02

Ca. papilar 6 37'00 | 29'89

Tabla 42: Relacién de expresién de CD 68 y el tipo histoldgico.

El fest de comparaciones mdltiples, muestra que la mayor diferencia
de expresion de CD68, se obtiene al comparar los carcinomas ductales
con los lobulillares. Asi mismo se obtuvo un resultado
estadisticamente significativo al comparar los carcinomas ductales

con los mucinosos. (Tabla 43)

Tipo histoldgico Sig.

Ca ductal | Ca lobulillar | p=0'02

Ca mucinoso | p=0'04

Ca insitu | p=005

Ca papilar | p=0'17

Tabla 43: Expresion de CD 68 entre carcinomas ductales y los otros

tipos histoldgicos.

7.3 Indice macrofdgico (CD 68) y el grado histolégico

El indice macrofdgico mostré una clara relacién con el grado tumoral,

siendo mds alto a mayor grado histoldgico de la lesidn, estas diferencias

fueron estadisticamente significativas (Tabla 44).
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CcDhé68

Grado histolégico | N° de casos | Media | D.T | Sig.
Bajo grado 48 45'60 | 49'54

6rado intermedio 81 58'9 | 52'47 | p=0'03
Alto grado 43 78'00 | 79'14

Tabla 44: Relacién de expresién de CD 68 y el grado histoldgico.

7.4 Indice macrofdgico (CD 68) y la afectacién ganglionar

La expresion de CD68 fue ligeramente superior en los casos con

afectacidn ganglionar que en los casos sin afectacién, sin llegar a alcanzar

valores estadisticamente significativos (Tablas 45 y 46).

CD68

Afectacion ganglionar | N® de | Media |D.T
Sig.
casos
Sin afectacion
94 55'34 | 58'98
ganglionar
p=0'78
Con afectacion
78 6558 | 61'86
ganglionar

Tabla 45: Relacién de expresidn de CD 68 y la afectacién ganglionar.

Ganglios afectos

CD68 | N° de casos

C. de Pearson

Signif.

78

0157

p=0'16

Tabla 46: Relacién de expresién de CD 68 y los ganglios afectos.
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8. RELACION DEL INDICE MACROFAGICO CON LA EXPRESION DE
MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

8.1 Indice macrofdgico (CD 68) y los receptores hormonales

En los casos con RE positivos se pudo constatar un menor indice
macrofdgico (media de 51,57) que en aquellos que no expresaban RE
(media de 84,45), alcanzando esta diferencia niveles de significacion
estadistica (Tabla 47). Sin embargo, al estudiar la expresién de los RP y
relacionarlo con los valores de CD68, no se observaron diferencias entre

los casos positivos y negativos (Tabla 48).

RE N° de casos | Media | D.T Sig.
CD68 | Positivo 128 5167 | 47'37
p=0'002
Negativo 44 84'45 | 83'84

Tabla 47 : Relacién de expresion de CD 68 y RE.

° .
RP N° de casos | Media | D.T Sig.
CD68 | pysitivo 130 59'77 | 62'13
p=0'7
Negativo 42 60'64 | 5512

Tabla48: Relacion de expresién de CD 68 y RP.

8.2 Indice macrofdgico (CD 68) y c-erb-B2

Al estudiar c-erb-2 hemos advertido una media de indice macrofdgico,
discretamente superior en los casos con expresion positiva en
comparacion con los negativos, pero esta diferencia no fue

estadisticamente significativa (Tabla 49).
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c-erb-B2 | N° de casos | Media | D.T Sig.

CD68 | Positivo 42 66'31 | 75'31

p=0'121

Negativo 130 57'94 | 54'83

Tabla 49: Relacién de expresién de CD 68 y c-erb-B2.

8.3 Indice macrofdgico (CD 68) y p53
La mayor diferencia entre los valores medios de CD68 en los distintos
grupos de p53 se encuentra en aquellos casos negativos con los positivos,

tanto <20% como >20%, siendo estadisticamente significativo (Tabla 50 y

51).

p53 N° de casos | Media | D.T

Negativo 123 49'63 | 54'51
CcD68

Positivo<207% 21 93'00 | 87'94

Positivo>207% 28 80'71 | 46'08

Tabla 50 : Relacién de expresion de CD 68 y p53.

p53 Sig.

Positivo<207% | p=0'002
Negativo

Positivo>20% | p=001

Tabla 51 : Relacién de expresién de CD 68 y p53 positivos.

8.4 Indice macrofdgico (CD 68) y densidad de microvasos
Al estudiar la correlacién de CD 68 con la densidad de microvasos, hemos

obtenido una correlacién directa positiva, pero no significativa (Tabla

52).
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Densidad de microvasos

CD68 | N° de casos | C. de Pearson | Sig.
172 010 p=016

Tabla 52: Relacién de expresién de CD 68 y densidad de microvasos.

9. RELACION DE LA DENSIDAD DE MICROVASOS CON FACTORES
HISTOPATOLOGICOS

9.1 Densidad de microvasos y el tipo histoldgico

Al analizar la densidad de microvasos en los distintos tipos histoldgicos,
encontramos que la media mds elevada se encontraba en los carcinomas
ductales y lobulillares, mientras que los otros tipos (mucinoso, papilar e
"in situ") era discretamente menor, aunque estos resultados no fueron

estadisticamente significativos (Tabla 53).

Densidad de | Tipo histolégico | N° de casos | Media | D.T | Sig.
microvasos Ca. ductal 110 1746 | 8'84
ca. lobulillar 37 17'31 | 7'31
Ca. mucinoso 7 1142 | 6'57 | p=0'382
ca. in situ 12 1166 | 6'46
Ca. papilar 6 13'94 | 6'48

Tabla 53: Relacién de la densidad de microvasos y el tipo histoldgico.

9.2 Densidad de microvasos y el tipo histologico y la afectacion
ganglionar

Al estudiar la densidad de microvasos e intentar estudiar su relacidn con

el estado de los ganglios (afectos por la neoplasia o no) observamos que

en el grupo de ganglios negativos la densidad de microvasos es
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discretamente menor que en el grupo con afectacion ganglionar, no

presentando estos resultados significacion estadistica (Tabla 54 y 55).

Afectacion N°  de | Media |D.T
Sig.
ganglionar casos
Densidad de | Sin afectacion
94 15'90 | 8'45
microvasos ganglionar 0'82
Con afectacion

78 17'57 | 8'23

ganglionar

Tabla 54: Relacién de expresion de la densidad de microvasos y la

afectacion ganglionar.

Ganglios afectos

N° de casos | C. de Pearson | Signif.

78 025 p=0'82

CD68

Tabla 55: Relacién de la densidad de microvasos y los ganglios afectos.

C. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA EN RELACION CON FACTORES
ANGIOGENICOS

1. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE

Gracias a la colaboracion del Registro Hospitalario de Tumores del
Hospital Universitario Virgen Victoria de Mdlaga, obtuvimos los datos de
supervivencia de 167 de las 172 pacientes incluidas en nuestra serie
(grafico 1)

Al estudiar la curva de supervivencia general de las pacientes de nuestra
serie observamos que la mayoria de las pacientes fallecen entre los 20 y

los 78 meses, y esta curva se mantiene casi estabilizada en el fiempo, con
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una tasa de supervivencia del 83% a los 120 meses de seguimiento
(grafico 1).
SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE
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Grdfico 1: Supervivencia global de la serie.

2. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE SEGUN LOS NIVELES DE
VEGF EN CELULAS TUMORALES
Al estudiar superviviencia de nuestros casos segln los niveles de VEGF en
las células tumorales, observamos que entre los 20 y los 60 meses existe
unas mayores tasas de supervivencia en el grupo con tincion de VEGF en
las células tumorales moderada o intensa que en aquellos con niveles de
VEGF débiles o ausentes. Entre los 60 y los 74 meses la tasa de
supervivencia desciende en un valor cercano al 78%. A partir de entonces

se mantiene estable en ambos grupos, siendo discretamente mds elevada
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en el grupo con tincién para VEGF débil o ausente, no siendo estos

reultados estadisticamente significativo (Log Rank=0'557) (Grdfico 2).

VEGF EN LAS CELULAS TUMORALES

1,01

0,87 Ausencia de tincién/tincién débil

Tincidon moderadalintensa

0,67

0,4

Probabilidad de supervivencia

0,27

0,07

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Supervivencia (meses)

Grafico 2: Relacidn de la expresién del VEGF en las células tumorales

con la supervivencia.

3. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE SEGUN LOS NIVELES DE
VEGF EN LOS MACROFAGOS

Al estudiar la relacion de los valores de VEGF en macréfagos con la tasa

de supervivencia fallecen de forma progresiva, mientras que en el grupo

con tincibn moderada o intensa ocurre de forma escalonada,

estabilizdndose dichos valores a partir del mes 76 y queddndose con una

tasa de supervivencia en torno del 80% para el grupo con tincién ausente
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o débil para VEGF en los macréfagos y del 78% para el grupo con tincién
moderada o intensa para VEGF en macréfagos (grdfico 3), estas

diferencias ho son significativas (Log Rank= 0'734).
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Grafico 3: Relacién de la expresién del VEGF en macréfagos con la

supervivencia.

4. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE SEGUN LOS NIVELES DE
COX-2

Al estudiar la relacién entre la tincién para COX-2 y las tasas de

supervivencia, observamos como los dos grupos se comportan casi en

paralelo, existiendo un mayor nimero de fallecimientos entre los meses

30 al 80 y estabilizdndose a partir del mes 80 de seguimiento,con una
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tasa de supervivencia similar en el grupo COX-2 negativo y en el grupo
COX-2 positivo, ho siendo estos reultados estadisticamente significativo

(Log Rank=0'884) (grafico 4).
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Grafico 4: Relacion de la expresion de COX-2 con la supervivencia.

5. SUPERVIVENCIA SEGUN EL INDICE MACROFAGICO

Al estudiar la relaciéon entre el indice macrofdgico y las tasas de
supervivencia, las mayores diferencias las observamos a partir del mes
70 de seguimiento, en donde se estabilizan ambos grupos, pero con
diferentes tasas. Mientras que en el grupo con un indice macrofdgico

menor de 60 las tasas de supervivencia son del 82%, en el grupo con
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indice macrofdgico mayor de 60 es del 62%, no siendo estos reultados

estadisticamente significativo (Log Rank=0'257) (grdfico 5).
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Grafico 5: Relacién de la expresion de indice macrofdgico (CD68) con

la supervivencia.

6. SUPERVIVENCIA SEGUN LA DENSIDAD DE MICROVASOS

Al estudiar la supervivencia de nuestros casos en relacién a la densidad
de microvasos hemos considerando dos grupos: menor que la media y
mayor que la media; observando que en aquellos casos con menor densidad
de microvasos, la supervivencia hasta el mes 62 de seguimiento es
discretamente mayor, unificdndose en este punto, para posteriormente

volver a ser discretamente mayor, hecho que se mantiene estable en el
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tiempo, sin ser estos resultados estadisticamente significativos (Log

Rank= 0'358) (grdfico 6).

Densidad de microvasos:

o o
il 2

Probabilidad de supervivencia
o
N
|

0,27

0,07

Menor que la media

Mayor de media

T T J T T
40 60 80 100 120

Supervivencia (meses)

Grdfico 6: Relacion de la densidad de microvasos con la supervivencia.
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V. DISCUSION



El crecimiento de los tumores sélidos y su diseminacion metastdsica es
dependiente de la angiogénesis'®. La angiogénesis que da lugar a la
microvascularizacion tumoral es un requisito ampliamente reconocido
tanto para el crecimiento del tumor como para su diseminacién'®®. Tras
ponerse de manifiesto la importancia que tiene la angiogénesis en la
progresion tumoral, se buscé el método de cuantificarla, para asi poder
establecer comparaciones. La forma mds generalizada ha sido el contaje
de los microvasos asociados al crecimiento neopldsico que, aunque de
modo grosero y estdtico, no deja de ser un reflejo de la capacidad del
tumor para crear neovascularizacién. Para ello se han utilizado diferentes
marcadores endoteliales con técnica inmunohistoquimica, con lo que se

consigue resaltar los vasos al diferenciarlos del resto del tejido.

Los marcadores vasculares mds utilizados han sido Factor VIII
(localizado en el citoplasma del endotelio vascular y con importante papel
en la adhesion y agregacion plaquetaria), CD31/PECAM-1 (glicoproteina de
membrana involucrada en la adhesién celular), y €D34 (antigeno
glicoproteico de superficie de célula progenitora del sistema
hematopoyético humano). Todos ellos son suficientemente vdlidos, pero
no especificos de vasos neoformados, por lo que se han de asumir errores

por inclusion en el contaje de vasos preexistentes en los tejidos.

Recientemente, se ha introducido, como nhuevo marcador endotelial,
CD105, un antigeno de membrana que funciona como receptor de TGF p 1,
también conocido como endoglina, y cuyo atractivo es su mayor

especificidad por el endotelio de los neovasos™®?,

La téchica mds comdnmente utilizada para evaluar vascularizacion
infratumoral en el cdncer de mama humanos fue desarrollada por

Weidner y cols.®®* y consiste en el uso de marcadores
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inmunohistoquimicos panendoteliales para resaltar los microvasos
sanguineos. El primer paso del método es la identificacién de la zona de
mayor neovascularizacidn, llamada "punto caliente " o “*hot spot” mediante
el escaneo de todo el fumor a bajo aumento y contar posteriormente los
microvasos en un drea determinada, incluyendo cualquier marcaje
endotelial de células o grupos de células separadas de microvasos
adyacentes, sin necesidad de que exista luz vascular. También, se han
probado en cdncer de mama otras técnicas para la evaluacién de la
vascularizacién del tumor, incluyendo el método Chalkley y sistemas de
andlisis de imagen computarizado. La utilidad de los diferentes métodos
para cuantificar la vascularizacion del fumor, los pros y contras de cada
método, han sido ampliamente revisado por Vermeulen y cols.’®*. Tanto el
sistema de contaje Chalkley como el andlisis de imdgenes tienen el
objetivo de reducir al minimo la subjetividad de la evaluacién en la
cuantificacién del recuento de microvasos, mientras que el andlisis de
imagen permite también realizar andlisis multiparamétrico (drea vy
perimetro vasculares, la intensidad de la tincidn, etc.). En nuestro caso
hemos considerado que la técnica de contaje mds apropiada para nuestros
objetivos era la cuantificacion de microvasos sumando la objetividad del

andlisis de imagen al sistema tradicional de Weidner.

La determinacidn de la densidad vascular (DMV) es un marcador indirecto
bastante grosero de la angiogénesis con algunas ventajas relacionadas
con la simplicidad de la metodologia, pero también con importantes
debilidades, quizds la mayor de ellas sea el no proporcionar informacion
funcional sobre las vias pro y antiangiogénicos que participan en la
actividad angiogénica de cada tumor. Se han propuesto varias
modificaciones del método original de Weidner para mejorar los

resultados de la evaluaciéon de DMV, como el uso de diversos marcadores
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panendoteliales o de otros anticuerpos especificos para células
endoteliales activadas'®®, determinacién de la expresién de molécula de

15 o E-cadherina’®® y

adhesion endotelial, tales como la integrina a,ps
otros. Debido a que existen pocos estudios comparativos que analicen
prospectivamente los diferentes métodos, no se ha identificado todavia
el método de eleccién para evaluar vascularizacion del tumor. Ademds,
antes del uso rutinario de marcadores indirectos de la angiogénesis para
fines prondsticos o predictivos, es hecesario su normalizacion con

programas de control de calidad y la realizacion de estudios

multicéntricos.

El cdncer de mama fue objeto del estudio pionero de Weidner y cols.'®?
(1991) sobre el significado de la angiogénesis en la evolucién clinica, y
posteriormente ha sido uno de los tumores mds estudiados en este
aspecto. La mayor parte de los estudios ha encontrado relacién entre un
hivel elevado de vascularizacidn y la existencia de metdstasis en ganglios
linfdticos y a distancia, confirmando el cardcter predictor de metdstasis
de DMV. Asimismo, la gran mayoria de las series encuentran una relacion
positiva entre DMV y la evolucién de los pacientes, tanto en cuanto a
supervivencia libre de enfermedad como a supervivencia global. Ademds,
si se compara con otras variables, en gran parte de los estudios se ha
observado un cardcter de prondstico independiente’®’*® No obstante, el
valor prondstico es mds evidente en pacientes con ganglios no afectados,
ya que cuando se consideran los carcinomas de mama en su conjunto los
resultados son mds contradictorios. Un reciente meta-andlisis confirma la
existencia de una relacién inversa entre angiogénesis, valorada mediante
DMV, y supervivencia, concluyendo que el cdncer de mama es angiogénico-

dependiente!®’.
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El cambio en el fenotipo angiogénico puede ser debido a la sobre-
expresion de un nimero de factores de crecimiento endotelial, como el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)™!. VEGF es el principal
mediador de la angiogénesis normal y patolégica'’® y es secretado por una
amplia variedad de tipos celulares, incluyendo los neutréfilos, las
plaquetas y las células tumorales'’'*”2, VEGF comprende una variedad de
proteinas de 121, 145, 165, 189, y 206 aminodcidos®®'’3, de las que, en el
tejido, VEGF165 es la isoforma predominante, y VEGF121 y VEGF165 son

secretadas a la circulacién!”?,

Actualmente, VEGF es el factor angiogénico mds estudiado en cuanto a su
significado clinico. VEGF es secretada por las células tumorales, pero
también por las células del huésped (es decir, monocitos, macréfagos,
células del parénquima, etc) reclutadas por el fumor pueden producir este
factor de crecimiento en respuesta a estimulos del medio ambiente,

principalmente la hipoxia, ciertas citoquinas y estradiol”>*"¢ .

VEGF es un mitdgeno especifico para el endotelial vascular que promueve
la proliferacién y migracidn, pero inhibe la apoptosis’’’. In vivo VEGF es
necesario para la vasculogénesis, la angiogénesis y también regula la

permeabilidad de los vasos sanguineos.

Los factores capaces de inducir la expresion de VEGF son: hipoxia,
factores de crecimiento como el factor crecimiento insulinico-1, ciertas
citoquinas (interleuquinas-1, 3, 6 y 10), asi como p53 mutado y

alteraciones del gen VHL.

Se han identificado y secuenciado cinco isoformas del VEGF: VEGF-A;
VEGF-B; VEGF-C; VEGF-D y PIGF. Las isoformas solubles de la proteina
VEGF se unen a dos receptores tirosina quinasa especificos: VEGF-1 (flt-
1) y VEGF-R (KDR: FLK-1) que se expresan casi exclusivamente en las
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células endoteliales activadas. VEGF-C es un factor de crecimiento

especifico para endotelio de los vasos linfdticos .

Estudios previos, han puesto de manifiesto el valor prondstico de VEGF

en pacientes con neoplasias diferentes, por ejemplo, carcinomas del

|74 178

tracto genital’™®, préstata’’®, colon”, la vejiga urinaria'’®, de células

renales’® y de la gldndula tiroides',

El valor pronéstico de VEGF también se ha evaluado en el cancer de mama

invasor en estudios previos retrospectivos®® 181182183

Toi y cols.® fueron los primeros en desarrollar un método para
determinar los niveles de VEGF en el fejido tumoral. Adoptaron un
original inmunoensayo enzimdtico colorimétrico, basado en un anticuerpo
policlonal anti-humano VEGF que reacciona con las isoformas solubles de
la proteina VEGF, principalmente VEGF121. Posteriormente, el método

fue modificado por Gasparini y cols'®

. para detectar la proteina VEGF en
el citosol de tejido congelado, con la ventaja de evaluar VEGF en las
muestras con similares procedimientos a los utilizados para la
determinaciéon de receptores hormonales. Su relevancia clinica fue
evaluada por primera vez por Gasparini y col. en dos estudios publicados
en 1997. En el primero™ evaluaron la proteina VEGF en 260 pacientes
consecutivos con ganglios negativos no tratados con terapia adyuvante y
este factor angiogénico no se asocié a hingin indicador prondstico

convencional. Tanto en el andlisis univariante como multivariante para la

SLEYy la SG, VEGF mantuvo un valor pronédstico independiente.

Posteriormente, se han publicado otros nueve estudios independientes
sobre la importancia prondstica de la VEGF en el cdncer de mama. En
ellos se usan diferentes métodos de determinacion de VEGF
(inmunohistoquimica, inmunoabsorcién enzimdtica y quimioluminiscencia) y
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las caracteristicas de los pacientes es heterogénea entre las distintas
series analizadas, asi como los tratamientos posquirdrgicos. En cualquier
caso, ocho de los nueve estudios confirmaron la importancia prondstica

de VEGF™®,

Algunos autores'®® no encuentran correlacién entre la sobreexpresién de
VEGF con otros pardmetros clinicos o patoldgicos como el estado de
receptores hormonales, el estado de triple negativo, estado ganglionar o
edad. Esta falta de correlacion de VEGF con factores prondsticos
convencionales del cdncer de mama ha sido puesta de manifiesto
anteriormente. El valor pronéstico de VEGF suele ocurrir en poblaciones

de pacientes muy heterogéneos.

En nuestro estudio hemos observado una relacién inversa de la expresion
de VEGF con el tamafio tfumoral, que muestra una mayor expresion en
tumores pequeiios (menor de 2 cm.) que en fumores de mayor tamafio. En
la biliografia consultada, la expresién de VEGF o bien no se correlaciona
con el tamafio 0, como en nuestros casos, lo hace de forma inversa®®’. Ello
podria atribuirse a una mayor necesidad de angiogénesis cuando el
crecimiento tumoral se encuentra en sus primeras fases, pero también es
posible que, en la propia evolucion de la neoplasia, las vias de induccion de
angiogénesis se diversifiquen, selecciondndose clonas celulares que

favorezcan la secrecién de otros factores angiogénicos en lugar de VEGF.

La expresion de VEGF es frecuente en los carcinomas ductales de tipo
comin, en los que, seglin diversos estudios, se correlaciona con la
densidad de microvasos infratumoral. Sin embargo, hemos advertido que
también tipos especiales como mucinosos y papilares muestran una

elevada expresiéon de este factor angiogénico, a pesar de no
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caracterizarse por una destacada densidad de microvasos. En acuerdo

con otros autores!®818’

, huestros resultados apoyan que la secrecion de
VEGF depende del tipo histolégico de cdncer de mama. Los carcinomas
lobulillares muestran una tincion escasa o ausente de VEGF,
caracteristica que acompafia a otras diferencias bioldgicas con los
carcinomas de tipo ductal como falta de expresién de Cadherina-E. Esta
ausencia de VEGF puede explicar en parte su patrén de crecimiento con
relativa escasez de desmoplasia o estroma vascularizado. El contaje de
microvasos es, en general, similar en los tipos ductal y lobulillar, lo que

sugiere que, en ausencia de VEGF, otros factores angiogénicos son

importantes en este tipo de carcinoma.

Existen pruebas experimentales de que la expresién de VEGF puede
promocionarse a través de RE, lo que implicaria un efecto antiangiogénico

190191 Nyestro estudio demuestra una

del tratamiento antiestrogénico
menor expresion de VEGF en tumores con positividad para receptores
estrogénicos, lo que parece contrario a esta hipétesis. Sin embargo,
segln otfros autores, el VEGF tumoral no se correlaciona, o lo hace
inversamente, con el tipo a de RE, mientras que si lo hace con el tipo P,

sugiriendo un papel principal de este tipo de receptor!®*'%3,

Al relacionar el VEGF tumoral con la expresién de p53, apreciamos que
aquellos casos p53 negativos o con escasa positividad presentaban con
mds frecuencia ausencia de tincion o tincion débil que en los casos p53
positivos aunque estas diferencias no alcanzaron niveles de significacion
estadistica.

Estos resultados, coincidentes con el de otros estudios'®?, sugieren una

asociaciéon entre la pérdida de p53 (wild-type) y el aumento de la
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expresion de VEGF, lo que indica que la actividad angiogénica puede

depender, al menos en parte, de la alteracién de la funcién de p53.

Nuestro hallazgo de una relacion inversa entre VEGF y afectacion
ganglionar es cuando menos llamativa. Varios estudios apoyan el cardcter
prondstico del VEGF tumoral en el carcinoma de mama, si bien
principalmente en grupos de pacientes sin afectacién ganglionar’4*%%194,

Por otfro lado, la relacién entre VEGF (tipo A) y ganglios positivos es
controvertida. Ello puede atribuirse a que VEGF-A promueve la formacion
de vasos hemdticos mientras que otros tipos de VEGF (C y D
principalmente) inducen la formacién de vasos linfdaticos, por lo que su

valor pronédstico puede deberse principalmente a facilitar la invasién

hemdtica mds que linfdatica.

Mediadores inflamatorios como las citoquinas, eicosancides, y factores
de crecimiento se cree que juegan un papel critico en la iniciacion y
mantenimiento de la supervivencia del cdncer y el crecimiento celular’®.
Uno de estos mediadores, PGE;, se produce en grandes cantidades por los
tumores. PGE; se produce a partir del dcido araquidénico por cualquiera
de las dos enzimas: la COX-1 o COX-2. COX-1 es expresada
constitutivamente en la mayoria de los tejidos, mientras que COX-2 se
induce en las células inflamatorias y en fumores humanos por citocinas y
promotores tumorales'®®. Las isoenzimas COX pueden inhibibirse por los
AINEs tradicionales, como la aspirina y la indometacina. Varios estudios
muestran que la ingesta regular de aspirina u otros convencionales AINEs
proporciona una reduccion del 40-50% en el riesgo relativo de muerte por
cdncer de colon, lo que indica que la inhibicién de la COX en el ser humano

tiene una efecto quimiopreventivo. En conjunto, existe una notable

116



evidencia de la importancia de la actividad de la enzima COX-2 en la
oncogénesis. Uno de los mecanismos por los que la PGE; estimula el
crecimiento del tumor es mediante la induccién de la angiogénesis
necesaria para el suministro de oxigeno y nutrientes a los tumores’’. La
expresion de COX-2 en vasos sanguineos neoformados dentro de fumores
se ha documentado en animales, mientras que en condiciones fisioldgicas
normales los vasos sélo expresan la forma constitutiva de la enzima COX-
1. Esta observacidn, junto con estudios que muestran la expresion de la
enzima en células neopldsicas, sugiere un papel predominante para la

COX-2 en regulacién de la angiogénesis tumoral.

Se piensa que COX-2 favorece el fenotipo maligno a través de la
promocién de la angiogénesis'®®. La expresién de COX-2 en tumores se ha
correlacionado con una mayor microdensidad vascular en cdnceres de
colon, pulmén y estémago'®®**°.

Ademds, diversos estudios han relacionado la produccién, en particular,

de PGE2, con un aumento de la angiogenesis en estémago 2819929,

Otros estudios indican un papel de la COX-2 en la produccion de factores
angiogénicos por las células neopldsicas, el aumento de la proliferacién
celular, la prevencién de la apoptosis, el aumento de potencial

metastdsico, y la inhibicién de la vigilancia inmunoldgica®®".

Se ha sugerido una relacién entre COX-2 y el aumento de factores de
crecimiento pro-angiogénico, en particular, de VEGF. VEGF se
correlaciona con los niveles de COX-2 en el carcinoma de eséfago, colon,
estémago y pulmdn 198199202203.204 "Nogotros hemos podido observar un

incremento tanto de VEGF-A tumoral como en macréfagos asociados a la
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expresion de COX-2 en la células tumorales. Sin embargo, no hemos

podido demostrar una relacién con la densidad de microvasos.

Existen evidencias de que la COX-2 puede estar directamente
involucrada en la carcinogénesis mamaria. La inhibicién selectiva de la
COX-2 suprime la tumorigénesis en modelos de cdncer de mama en
ratones, y la expresién de COX-2, se ha demostrado suficiente para la

formacién de cdncer de mama en ratones transgénicos®®.

En los pacientes con cdncer de mama, la expresion de ARNm y proteina
de COX-2 se encuentra elevada. Ademds, otros estudios indican que la
expresion COX-2 es exclusivamente una caracteristica de tumores

malighos de mama, no observdndose en el epitelio de tumores benigno®®®.

Por el contrario, la expresién de COX-1 no se aprecia elevada en las
células de cdncer de mama en comparacion con sus homélogos no malignos.
En tumores de otros origenes como los gastrointetsinales, la expresién de
COX-2 se asocia con el estadio tumoral avanzado, pobre diferenciacion

y reduccién de la supervivencia®®”.

Ristimadki y cols.”?® obtuvieron, por primera vez, la evidencia de expresién
de la proteina COX-2 en una gran serie de carcinomas de mama. Segln
sus datos, la expresion elevada de COX-2 fue mds comin en los cdnceres
de mama con marcadores de mal prondstico y se correlaciond
significativamente con la reduccién de la supervivencia. Se encontraron
hiveles elevados de expresion de proteinas de COX-2 en el 37,4% de los
carcinomas. Una fuerte expresion de COX-2 se observé localizada
exclusivamente en las células neopldsicas, mientras que el estroma era

negativo o débilmente positivo. La positividad de la COX-2 se
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correlaciond con varios pardmetros que caracterizan a los tipos agresivos
de cdncer de mama, tales como el tamafio, presencia de metdstasis en los
ganglios axilares, grado histoldgico elevado, estado de los receptores
hormonales negativos, alta tasa de proliferacién, expresién de p53
elevada, y amplificacion de HER-2. En este sentido, en nuestra serie
hemos podido observar que los carcinomas COX-2 positivos se asociaban
a un alto grado histoldgico, negatividad de receptores hormonales y
positividad para p53, en la linea de la correlacion entre expresién de
COX-2 y caracteristicas de agresividad advertida en otros estudios. No
obstante, no hemos encontrado relacién con el tamafio, afectacidn
ganglionar ni positividad de c-erb-B2.

El mecanismo por el cual la COX-2 estd suprarregulado en el cdncer de
mama es desconocida, pero una posibilidad es que las células cancerosas
sean intrinsecamente mds activas en la expresién de COX-2, que la no
neopldsicas. En este sentido, tanto la inactivacién de supresores de
tumores genes, como p53, como la activacion de oncogenes, como HER-2,
han sido implicadas en la induccién de la expresién COX-2"". No obstante,
una elevada expresién de COX-2 no se limita a los fumores p53 y HER-2
positivos, por lo que otros factores (tales como activacién de ras,
sobreexpresién de src, y la via del receptor del factor de crecimiento
epidérmico) pueden ser también responsables de expresién elevada de
COX-2"°. Es interesante advertir que el efecto antineopldsico de los
inhibidores, tanto de HER-2 como del receptor de factor de crecimiento
epidérmico, se ve reforzada por su combinacion con inhibidores de la
COX.

Los niveles elevados de expresion COX-2 se han asociado a una menor

supervivencia en pacientes con cdncer de mama'>°

, lo que no ocurre en
nuestro grupo de pacientes. Curiosamente, el valor pronéstico de la
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expresién de COX-2 tiende a ser mds marcada en ciertos subgrupos de
pacientes, por ejemplo, en los cdnceres con positividad para RE, sin
sobreexpresién de p53, y sin amplificacién del oncogén HER-2. Ello puede
indicar que el efecto procarcindgeno de la COX-2 no se distribuye
uniformemente en el cancer de mama. Sin embargo, la expresion COX-2
Se asocia con una supervivencia significativamente menor tanto en cdncer
con ganglios negativos como positivos lo que puede ser un reflejo de la la
capacidad de COX-2 para inducir la metdstasis, por ejemplo, mediante la
induccion de la produccién y la activacion de metaloproteinasas de

matriz!

. El hecho de que la expresién elevada de la COX-2 se asocia con
la menor supervivencia en fumores RE-positivos es de especial interés. Ya
que los derivados prostanoides de COX-2 han sido implicados en la
induccion de la expresion de aromatasa de las células del estroma, es
posible que la elevacion de la expresion COX-2 en los cdnceres RE-
positivos facilite la formacion de un microambiente que promocione el

crecimiento de las células tumorales induciendo la produccion de

estrogenos a través de la via de la aromatasa en las células del estroma.

En muchos cdnceres humanos, la abundancia de macréfagos en el
microambiente tumoral se correlaciona con mal pronéstico. La evidencia
experimental de la relacién causal entre los macréfagos y el prondstico
procede de modelos de raton de cdncer de mama en los que la ablacidn
genética de los macréfagos dio lugar a la disminucién de la progresién

tumoral y las metdstasis.

Los macréfagos son reclutados al frente invasivo mediante factores
quimiotdcticos derivados del tumor. Los macréfagos mejoran la migracién
de células tumorales y la invasion a través de la secrecion de factores

quimiotdcticos y quimiocinas como el factor de crecimiento epidérmico
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(EGF). También promueven la angiogénesis mediante la sintesis de
factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), y la remodelacién de la matriz extracelular y, en particular, la
regulacién de la fibrinogénesis de coldgeno.

Experimentalmente, se ha demostrado que la ablacion genética de los
macréfagos en ratones del modelo PYMT de cdncer de mama, se traduce
en una menor tasa de progresion del tumor y una inhibicién considerable
de la metdstasis, y que este proceso implica, en parte, la sintesis de los
macréfagos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF)!%.

Los estudios clinicos han tratado de identificar las correlaciones entre la
densidad de macréfagos y el prondstico. Una revision reciente de Bingle y
cols.’?® usando un meta-andlisis, mostré que en mas del 80% de los casos,
un aumento de la densidad de macréfagos se asocia con mal pronéstico, y
el 20% restante se dividié entre los que no tienen efecto y los que tienen
buen prondstico.

La participacion de los macrdfagos en el proceso angiogénico ha sido
analizada en diversos estudios.

En los cdnceres de mama, distintos autores han demostrado una
correlacién de los macrofagos asociados a tumores de mal prondstico,
sobre todo si se asocia con la densidad microvascular?®. Sin embargo,
otros estudios clinicos sugieren que la accién negativa de los macréfagos
ho es tan clara, ya que hay casos en que los macrofagos se asocian con

buen prondstico’®.

Leek y cols.*®, cuantificaron macréfagos usando la reticula de Chalkley
en una serie de carcinomas de mama invasivos para investigar la relacién

entre la infiltracion de macréfagos asociada al tumor, la angiogénesis y el
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prondstico. Encontraron una correlacién positiva significativa entre el
aumento de los macréfagos y una elevada densidad vascular, asi como con
una disminucién de la supervivencia libre de recidiva y de la supervivencia
general independiente. Sin embargo, en la comparacion con otras
variables prondsticas del tumor, incluyendo la edad, tamafio, estado

ganglionar, grado, RE, y EGFR, no se observé correlacion.

Para estos autores, la infiltracién de macréfagos puede ser un importante
factor prondstico en el carcinoma invasor de la mama, incluso mds
potente que el estado ganglionar, sugiriendo que los macréfagos pueden

jugar un papel directo en la progresion de la enfermedad.

Hemos advertido, en nuestro estudio, correlacion entre el indice
macrofdgico y el tamafio y el grado histoldgico. En este sentido,

coincidimos con Lee y cols.?™

, en cuya serie una infiltracién difusa de
macréfagos, se asocia con tumores de grado alto, necrosis tumoral,
tamafio tumoral, y expresién de c-erbB-2. Sin embargo, también se
encontré una débil correlacién entre la intensidad de la inflamacion y la
vascularizacién, aunque principalmente debida a las células T y no a los
macréfagos. Estos autores no consideran que exista una relacién muy

relevante entre inflamacidn, o infiltracion macrofdgica, y angiogénesis, lo

que también apoya nuestros resultados.

La ausencia de una clara asociacidn entre la intensidad de la inflamacion y
vascularizacién no excluye un posible papel de la inflamacién en la
angiogénesis. Por ejemplo, el marcador utilizado, CD68, es un
panmarcador de macréfagos, que no distingue su localizacién ni su posible
diferente funcién®'’. Por lo tanto, no distingue macréfagos en reposo,
presentadores de antigeno, en fagocitosis, o con actividad angiogénica.

Existen evidencias de que los macrofagos necesitan ser activados antes
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de que puedan inducir la angiogénesis®* y por lo tanto sélo una parte de

los macréfagos tendrian un fenotipo angiogénico.

Otros estudios han encontrado asociaciones entre los niveles altos de la
infiltracion de macrdéfagos y marcadores de mal pronéstico como el Ki-
6723, o han descrito una correlacién positiva entre la infiltracién de

macréfagos y c-erbB2, y alto grado®*.

Uno de los problemas que existe para considerar la cuantificacion de
macréfagos eficaz como valor prondstico es la variabilidad de su

localizacién y densidad dentro de un tumor.

Aunque en algunos casos, sobre todo en cdnceres de mama, puede
representar mds del 50% de la masa tumoral, en general, representan una
pequefia parte del tumor y se encuentran en espacios especificos ?. Se
han demostrado al menos tres poblaciones separadas. La mayoria de los
macréfagos se encuentran en el estroma que rodea el tumor,
principalmente en el frente invasivo y también en las zonas avasculares'”,
Otra poblacién estd asociada con dreas de hecrosis en tumores
avanzados, donde tienden a acumularse alrededor de los bordes de las
células que mueren. Una tercera poblacién estad alineada a lo largo de los
vasos’®. Para Lee y cols. la distribucién de los macréfagos es
generalmente difusa en todo el tumor, y es dificil encontrar los hot
spots. Esta uniformidad de la distribucién de los macréfagos en la
mayoria de los tumores de su estudio, y en el de Kelly y cols. 20?1,
sugiere que la densidad media de macréfagos (en lugar del contaje en hot

spots) es una medida mds razonable de la intensidad de infiltracién de los

macréfagos.

También es necesario tener en cuenta que la cuantificaciéon de
macréfagos en un tumor extirpado representa una “foto fija" de ese
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momento en la evolucién de la neoplasia. En el estudio de Leek y cols®®,

una minoria de los tumores con baja angiogénesis se considerd que tenian
un elevado recuento de los macréfagos y viceversa. Esto demuestra que
los macréfagos no son una influencia necesaria en todos los tumores muy
vasculares. Los tumores con alta densidad de macréfagos y baja
angiogénesis pueden corresponder con los que ain no han desarrollado
aumento de vascularizacion. Cuando existe una baja proporcién de
macréfagos y baja densidad vascular, posiblemente se trate de una etapa
temprana en la induccién de angiogénesis, en fumores que posiblemente
estén altamente vascularizados en una etapa posterior, cuando exista una

densidad mayor de macréfagos.

Por otro lado, la densidad de macréfagos en un tumor depende también
de su agregacion o dispersion. Los factores que inducen a la formacion de
agregados de macréfagos o “puntos calientes” no estdn claras, pero puede
incluir necrosis e hipoxia. La angiogénesis ocurre en los puntos
calientes™®, lo que resulta bioldgicamente importante porque
proporcionan una ruta a través del cual las células tumorales pueden
hacer metdstasis. Las células del tumor en las regiones no vasculares
experimentan estrés hipdxico y/o pueden sucumbir a la muerte celular. A
continuacion, los macréfagos pueden migrar a estas dreas,
quimiotdcticamente siguiendo un gradiente de sustancias liberadas por
las células con estrés, como VEGF, producidas por las propias células
tumorales hipoxicas. Una vez en estas zonas de hipoxia, pueden llegar a
ser angiogénicamente activos, y se ha demostrado experimentalmente
que la hipoxia puede inducir la liberacién de bFGF por los monocitos in

vitro?Y.
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El frente invasivo de los tumores es también proclive a la angiogénesis. Es
sabido que los fumores de crecimiento por encima de un cierto tamaio
requieren el establecimiento de un sistema vascular para proporcionar la
nutricion y la eliminacién de desechos toxicos. De hecho, existen muchas
evidencias de que hay un aumento dramdtico en la densidad de los vasos

durante la transicién benigno a maligno.

Estudios experimentales en los que se produce un agotamiento de los
macréfagos, se observa una reduccién de aproximadamente un 40% en la
densidad de vasos, incluso en los carcinomas avanzados. Este efecto
sugiere que los macréfagos no sélo estdn involucrados en el inicio de la
formacion de los vasos en las zonas malignas del tumor, sino también en la

remodelacién de los vasos una vez formado'®*.

Todos estos estudios refuerzan la idea de que los miembros del lingje de
los monocitos y macréfagos juegan un papel importante en la angiogénesis
tumoral. Los macrdéfagos producen VEGF-A en los cdnceres de mama
humanos, asi como en varios modelos de ratones transgénicos de
cdncer?!’.

Asi, una funcién de los macrofagos en los tumores es secretar VEGF-A,
ya sea directamente o través de la MMP9 que libera VEGF a la matriz
extracelular, ademds de otros factores angiogénicos temporal y
espacialmente que promueven la angiogénesis. Ademds, la localizacién de
los macrofagos en el frente invasivo marcado por la angiogénesis sugiere
que estas funciones de los macréfagos contribuirian a promover la
difusidn de las células tumorales a través de la formacion de vasos mds

que ser el objetivo de intravasacién de células tumorales?®.
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VI.CONCLUSIONES



1?) El incremento de la densidad de microvasos en el carcinoma de mama
no es atribuible, al menos exclusivamente, a la secrecién de VEGF-A
por las células tumorales o por los macréfagos, o a la expresién de

COX-2.

2%) La expresion de VEGF-A, tanto en células tumorales como
macréfagos, estd relacionada con la secrecion de COX-2 por las

células tumorales.

3?) La expresion de VEGF-A en células tumorales de carcinoma de mama,
o en macrofagos asociados al tumor, o de COX-2, se encuentra
escasamente relacionada con factores prondsticos adversos como la
presencia de afectacion ganglionar, el tamafio o el grado

histopatoldgico.

4%) El tipo histoldgico de carcinoma de mama determina la expresion de
algunos factores angiogénicos. Particularmente, los carcinomas de
tipo lobulillar muestran escasa secrecion de VEGF-A y, por el
contrario, mayor expresion de COX-2, comparados con los carcinomas

de tipo ductal comdn.

5%) Los hallazgos de nuestro estudio apoyan la existencia de una
regulacion hormonal de la secrecion de factores angiogénicos en
sentido negativo, basandonos en una menor expresién de VEGF-A en
células tumorales o macréfagos, o de COX-2, en carcinomas de mama

con receptores hormonales positivos.
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6%) La alteracién molecular de p53, determinada por su expresién
inmunohistoquimica, estd presente principalmente en carcinomas
con mayor expresion de VEGF-A en células tumorales vy
macréfagos, asi como de COX-2, aunque se desconoce el mecahismo

patogénico que pudiera subyacer en dicha asociacidn.

7%) La densidad de macréfagos asociados al tumor es dependiente de la
secrecién tanto de VEGF-A, tumoral o macrofdgica, como de COX-
2, y estd incrementada en aquellos carcinomas con pardmetros
histopatoldgicos y estado de marcadores inmunohistoquimicos
asociados a mayor agresividad, aunque no se ha demostrado una

relacién con la afectacién ganglionar.
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Elevated Serum Levels of Vascular Endothelial Growth
Factor Are Associated With Tumor-Associated
Macrophages in Primary Breast Cancer
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Abstract

We analyvzed serum and tumor samples from 133
patients with eperable primary breast cancer to
determine the possible relationship between presurgery
and postsurgery circulating serum vascular endothelial
growth factor (VEGF ) levels and tumor-associated
macrophage (TAM ) numbers, tumor VEGF expression,
and other immunohistochemical paramerers. A
significant positive correlation was observed between
the number of TAM and posisurgery circularing VEGF
values (P < .05). Moreaver, patients with a pS3+ tumor
had higher postsurgery senun VEGF levels than those
with a pSi— tumor (P < 15), and tumor p53
overexpression correlated significantdy with TAM
number (P = .007). We observed no significant
association between serum values and tumor VEGI
expression. Although the macrophage index was higher
in VEGF+ than in VEGF- tumors, the differences were
not statistically significant. Qur data show a positive
interrelation between high circulating VEGF levels, the
number of 1AM, and p53 overexpression, a relationship
that might have an important role in the enhanced
angiogenesis processes in breast cancer.

(2 American Society ‘or Clinical Pathology

Angiogenesis, the developmen: of new blood vessels
from existing vasculature. is essential tor lumcer growth and
metastasis. Angiogenesis is regulated by multiple molecules
thal are released trom tumor c2lls and stromal cells. including
fibroblasts, endothelial cells, and locally infiltratirg leuko-
cytes Tumor neovascularization incraases (e probability that
tamor cells will enter the circulation and allow metastatic
processes and wmor progression.' Angiogenesis nas been
implicated as a prognostic factor in various solid tumors such
as pastric cancer, non—small cell lung cancar, colorectal can-
cer, and prostate cancer2? An increase in fumor angingenesis
measured by microvascular vessel density has been associatzd
with a poor prognesis in breast cancer.

In recent years, several stimulatory and inhibitory
angiogenic growth factors have been identified as potental
rzgulators of angiogenesis. Vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) has been implicated as the main angiogenic mol-
ecule in the regulation of neovascularization processes in
solid tumors. The |21 and 165 isoforms are soluble and usu-
ally are the predominant forms. VEGI was shown to induce
the proliferation and mizration of endothelial cells and to
increase vascular permeability.* Although tumor cells are the
main source of VEGE, other cells ir the tumoral microenvi-
ronment such as migratory monccytes/macrophages can
release this proangiogenic factor in hypoxic areas ot the
tumor.3 Overexpression of VEGF in tumor tissue has bezn
observed ir various solid tumors and is associated with a
poor prognosis ir patients with cancer,” including those
with breast cancer.®” Furthermore, an increase in circulat-
ing VEGF levels has been observed in patients with breast
cancer,™ although its prognostic velue has not bezn
estahlished.!®-12

Am J Clin Pathal 2006:125:111-118
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In the tumor microenvironment, macrophages derived
from circulating monocytes represent a major component of
infiltrating leukocytes. An increase in tumor-associated
macrophages (TAMs) has been observed in poorly vascular-
ized areas of breast carcinoma. These cells migrate preferen-
tially to hypoxic areas, where VEGF expression is elevated.™
Besides their connection with inflammatory activity, TAMs
have been associated with increased angiogenesis through the
release of proangiogenic growth factors such as VEGF, basic
fibroblast growth factor, interleukin-8, and platelet-derived
growth factor." An increase in TAM density correlates with a
poor prognosis in breast cancer.”> Moreover, Lewis et al’
observed an increase in VEGF expression by TAM in poorly
vascularized areas, suggesting a role in the regulation of
macrophage VEGF production and release of hypoxic stimuli
such as hypoxia-inducible factor-2..'® Although an associa-
tion between TAMs and tumoral expression of VEGF has
been shown in patients with breast cancer, to our knowledge,
the possible relationship between the number of TAMs and
circulating VEGF levels has not been determined.

The present study addressed the hypothesis that circulating
VEGF levels may be related to tumor-infiltrating macrophages.
To evaluate the relative contributions of tumor and TAM cells to
circulating VEGF levels in patients with operable primary
breast cancer, we looked for correlations between serum VEGF
levels before and after surgery for tumor resection and clinico-
pathologic variables of breast tumors, including expression of
VEGF and p53 and the number of TAMs.

Materials and Methods

Patients

We studied 133 women recruited consecutively among
patients who had undergone surgery for breast cancer at the
Virgen de la Victoria University Hospital, Milaga (southern
Spain) between October 1998 and February 2002. Mean age
was 58 years (range, 24-87 years). There were 40 pre-
menopausal women and 93 postmenopausal women.
Inclusion criteria were histologic diagnosis of breast cancer
and no treatment (chemotherapy or radiation therapy) or blood
transfusions before surgery. Primary treatment of these
patients was mastectomy or conservative surgery with resec-
tion of wide margins free of tumor. The study was approved
by the Ethics Committee of our hospital. and informed con-
sent was obtained from all patients before entry into the study.

All surgical specimens were cut fresh and fixed in forma-
lin for 24 hours before embedding in paraffin wax. From the
pathologic analyses. we recorded tumor size, histologic grade
(Bloom and Richardson, modified by Elston), and number of
lymph nodes involved.

112 AmJ OinPathol 2006;125:111-118
DOI: 10.1300/0864AF2USLGPCR2]

Immunohistochemical Staining

Consecutive sections of paraffin-embedded breast can-
cer tissue were cul, mounted on xylan-coated slides,
deparaffinized in xylene, and rehydrated in a graded series
of alcohols. Heat-induced epitope retrieval was done with
the pressure cooker method in 0.1 mol/L sodium citrate
buffer (pH 6). Endogenous peroxidase activity was blocked
with hydrogen peroxide. and an avidin-biotin immunoper-
oxidase technique was used to detect the antibody. Negative
control experiments were carried out routinely by substitut-
ing tris(hydroxymethyl)aminomethane-buffered saline for
the primary antibody. As the chromogen we used 3.3-
diaminobenzidine, and slides were counterstained with
hematoxylin.

The following antibodies (all supplied prediluted from
DAKO, Carpinteria, CA) were used: CD68 (clone KP1), estro-
gen receptor (ER: clone 1D3). progesterone receptor (PR:
clone 1A6), p33 (clone DO-T7), and c-erbB-2 (HercepTest).
Immunohistochemical assays with these antibodies were done
with an automated staining system (Techmate, DAKO). For
VEGF immunochistochemical detection, a mouse monoclonal
antibody against amino acids 1 to 140 of human VEGF (clone
C-1, 5c-7269; Santa Cruz Biotechnology. Santa Cruz, CA) was
used at a dilution of 1:100 with incubation overnight at 4°C in
a humidified chamber.

A cutoff of 10% stained nuclei was used to establish
positivity for ER and PR. To score p53 immunoreactivity, we
used the criteria of Esrig et al'”: cases with more than 10%
of the nuclei stained were considered p53-mutated or p53+.
Immunostaining for c-erbB-2 was considered positive when
there was moderate to strong staining of the entire cell mem-
brane. The macrophage index was determined by counting
CD68-stained cells in 5 consecutive high-power fields
(x400) in areas identified previously at X100 as having a
higher density of macrophages (“hot spots™). Expression of
VEGF in tumor cells was scored from 0 to 34 Hlmage 11. The
expression of VEGF in inflammatory cells also was record-
ed and scored as low (only a few positive inflammatory
cells), moderate. or high (numerous positively stained
inflammatory cells).

VEGF Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Blood samples were obtained just before surgery and at
8 hours after tumor removal. After coagulation (30 minutes)
at room temperature, the serum was separated and stored at
—80°C until assay. Serum concentrations of VEGF were
measured in duplicate with a quantitative sandwich enzyme
immunoassay technique (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s guide-
lines. This system uses a solid-phase monoclonal and an
enzyme-linked polyclonal antibody raised against human
VEGE. Recombinant human VEGF, 5 protein was included

@ American Society for Clinical Pathology

148



SPICUM
servicio de publicaciones

ma

u

Anatemic Pathology [ OnicmiarL Articin

of tumor cells {scorg, 0} B, Faint positivity (score, 7). €, Moderate positivity (score, 2. D, Strong positivity (score, 3) (A-D,
digrninobengicing, <200).

as a standard. The limits of sensitivity cf the enzyme-linked
immunosorbent assay were 9 and 2,000 pg/mL.

Statistical Analysis

Stutistival analysis was done with tie SPSS fur Windows
(version | 1.0: SPSS. Chicago. IL). Nonparametric tests were
used in this study. The Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis test
was used Lo compare categorical with continuous variables: the
Wilcoxon signed rank test was used o compare 2 sets of paired
continuous variables; and the ¢’ and Fisher exact tests were
used tc compare 2 sets of categorical variables. Spearman rank
correlation was used lo assess the degree of correlation
between 2 sets of continucus variables. A P value of less than
.05 was considered statistically significant.

@ American Socicty for Cinical Pathology

Results

Relationship Between Tumor Cell Expression of VEGF
and Clinicopathologic Variables

Expression of VEGF in wmuor cells was vbserved in 85
(639%) of 133 cases: 61 (64.9%) of 94 cases of ductal-type
carcinoma (not otherwisc speeified), 12 (46.4%) of 28 cascs
of lobular carcinoma, and all cases of mucinous (n=§) or pap-
illary carcinoma (n = 3) showad some degree of VEGF posi-
tivity FTable 10 Tumors of ductal origin showed moderate
(24) or strong (3+) staining intensity more frequently than
lobular carcinomas (42.5% vs. 25.00:).

Staining for VEGF In twmor cells correlated inversely
with size and nodal involvement ETable 21. Median size was

Am J Giin Patha! 2006;126:111 118 113
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Frable 11

Clinlcopathologic Characieristics of 133 Breast Cancer Patlents and Tumor Tissge and TAM VEGF Expression

VECF Expression

Tumor TAM
0 1 2 3 NI wt L 1 2 3 ~ND @t
Stage —
| i =45) 6 8 4 17 — 867 18 13 g 3 60.0
I1{n =81} 40 17 14 10 — 508 Eb 132 7 5 1 213
1 ir=7} 2 3 | 1 — 714 4 1 1 ] 428
llistologic features
Duactal ([ =04) a3 n 20 0 — R49 48 77 17 n 1 484
Lobular (= 23) 15 6 5 2 — 464 19 4 2 3 — 321
Mucnous in = 8} 1 3 4 — 1000 7 1 0 0 — 125
Papillary in=3] o] 9] | 2 — 1000 3 o 0 0 — 0.0
Grade
lin—30) n 7 9 12 — 713 34 11 g 2 — 38|k
I1{n = 64} 32 14 1 7 — 500 43 10 g 5 — 32.8
11l {n = 20) 5 7 ] 9 — 833 10 [:] € 7 1 656.5
umorsiza {INM')
plin=71) 19 16 17 20 — 732 & 16 g g — 46.5
p’2in-58) 28 12 10 g — B1.7 a7 1" £ 1 — 8.2
pT3-4ir=3) 1 1 0 — 66.7 1 0 a 1 1 50.C
Unknown in=1) — — — — 1 — — — — 1
Hode status
Positive (n = 65) 29 16 12 8 c=5 564 12 4 3 1 37b
Mzgativa (n = B2) 17 n 1& 10 728 a 16 10 5 EO.C
Unknown (n=8) — — — — 6 — — — 6
ER status
Positive (n = 98] 39 20 19 18 — 583 €2 21 7 G — 3BA4
N=gativa (n = 34) g 74 10 9 == 764 13 5] ¥ 7 1 60.6
ND h -3} = == — — 3 — — — —
PR status
Positive (n = 97) 38 21 1 0 — 608 €1 23 7 g — 3
MNzgative (n = 33) 9 6 n 7 — 727 16 4 7 g 1 50.0
MD (=3 = — — — 3 £ == =5 = 3
c-erbB-2 status
Pesitive (n — 27) 9 [ 4 — 667 14 b 4 3 1 16.2
MNzaativa (n =92) 33 19 20 0 — 64.1 E4 21 7 10 — N3
ND =14 — — — — 14 — — — — 4
p53 status
Fositive in = 27} 7 7 8 b == 741 13 2 7 5} — 51.9
Magativa (n— 94} 5 18 19 23 — 6290 g 22 7 2 1 0.8
ND in=12 — — — T2 — — — — 12

ER. estrogen receptor; ND, not done; PR, p
* Pewenlage of VEGF pusitivity (1-3 values).
# Acenrding to the Tnternational [Tninn A gainst Cancer,

recepto; TAM, tunor.

2.5 em for VEGF- tumors and 2.2 em for VEGF+ timors.
Positive staining was observed in 72.5% of nodc-negative car-
cinomas and 55.3% ol the cases in which (e lymph nodes
were involved. In terms of VEGF score, node-negative cases
were distributed evenly across the 4 degrees of 2xpression,
whereas the number of node-pesitive carcinomas dzcreased as
the score rose from 0 to 3. In accordance with this inverse
association between VEGF capression and size and nodal
involvement, immunohistochemical VEGF expression in
tumor cells also showed a significant inverse correlatior with
stage. The majority (67.7%) of stage I carcinomas showed
moderate to strong staining (score 2+ to 34), and conversely.
carcinomas in stages II and Il more frequently showed no
staining {70.4%) or weak staining (score 0 or 1+). There was

114 Am J Oin Pathal 2006;125:111-118
DOl: 10.1309/0864AF2UZLGPCR2)

macrophage, VEGFE, vasculer erdothelial gmwih faztor

no relstionship between grade, FR, FR. c-erbR-2, or p53 sta-
tas and VEGF score in tumor cells.

Tumor-Asseciated Macrophage Infiltration and Its
Association With VEGF and p33 Expression in Tumor
Tissue

The median macrophage index was greater in VEGF+
tumors than in VEGF- tumors, but the difference did not
rzach stadstical significance. In macrophages. cytoplasmic
VEGFE stairing intens:ty trequently was similar to that in
tumor cells, and the 2 paramaters showed a direct correlation
(P =.001). A higher VEGF score in macrophages was sign:f-
icantly more frequent in carciromas of high grade and ER—
tumors (Table 2).

& American Society for Clinical Patholagy
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ITable 20
Correlation Between Clinicopathologic Variables and TAM., VEGF Tissue Expression, and Circulating VEGF Levels
YEGF
TAM Tumaor TAM Fresurgery Postsurgery

Stage NS -0.372: P< 001 -0.236: P=.006 NS NS
Grade 0.300, P=.001 N3 0.224; P= 010 NS NS
Tumcr sze NS -0.241;, P= 005 NS 0.136; P = 033 C.212;P= (48
Nede status NS -0.251; P= 004 NS NS NS
EH -0.408; F=NY N5 024 F= 002 N5 N5
PR NS N5 NS NS NS
c-erb3-2 N3 N3 N3 N3 N3
pE2 0.245; P = 007 NS NS NE 0.224; P- 046
TAM — M5 0.281; P < .001 NS 0.3g6; P- .007
VEGF

Tumor NS — 0283 P=.001 NS NS

TAM 0.384; P<.001 0.288;, P= 001 — NS NS

Presurgery NS N3 NS — 0.7£2;: P« 0O

Postsurgery U.286; = 00/ M5 MS 0.2 F< D7 —

NS, not significant; TAM, mamoc-associated macrophage: VEGF, vascular exdohnelal growih facmr

Positivity for the p53 tumcr suppressor gene was
observed in 27 (22.3%) of 121 breast cancer cases. This posi-
tivity was significantly more trequent in carcinomas with a
high macrophage index (P = .007).

Circulating VEGT Levels and Direast Cancer Surgery

Presurgery VEGF values (n = 133; median and interquar-
tilz ranges) were 280 pg/mL (148414 pg/mL), and posisurgery
values (n = 83) were 239 pe/mL (148-377 pg/mL). A significant
relationship was found between presurgery and posisurgery
serum VEGF valves (r=0.742; F < .001). Nonsignificant dif-
ferences were observed in circulating VEGF levels according
0 menopausal status (data not shown).

Patients diagnosed as having primary breast cancer in
clinical TNM stage II (n = 81) kad higher presurgerv sarum
VEGF values (330 pg/mL; range, 159404 pg/mL) than
patients diagnecsed as having clinical TNM stage I disease (n
=45 221 pg/mL: mange, 146-333 pg/mL; P = .034: Mann-
Whitney 7 Test) Mo significant differcnces were observed
between patlents dizgnosad as having TNM stage 111 disease
and cancer in other stages, althcugh the number of patients
classified as having TNM III diseas2 was low (n— 7).

Relatlonships Between Serum YEGF Levels and
Immunohistochemical Parameters

Serum YEGT levels were not associated with wumor his-
tologic type. axillary nodz staws, histologic grade, ER or PR
status. or c-erbB2 status (Table 2). However. our data showed
a tendency toward an association between presurgery serum
VEGEF levels and p33 alleration (P = .074) and a significant
association between postsurgery serum values and the pres-
ence of pi3 alterations (P < 05). Postsurgery serum VEGF
levels were significantly higher in patients with primary breast
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cancer who had a p53 alteration (n = 18) than in patients
whose tumor expressed the wild-type p53 gene (n = G2; P =
{U45) BFigure 1L

A significant association was found between presurgery
or postsurgery circulating VEGF levels and tumor size (Table
2; P < .D3). Before surgery. VEGF levels In patients whose

1.000

800

g

g

Serum VEGF (pg/mL)

[X]
(=]
T

=

Nega'tive Positive

F53 Status

IFigure 10 Relation between tumor pb23 positvity anc serum
vascular endothelisl growth factor (WVEGF) levels. Posisurgery
{gray bars) serum VEGF levels wera higher in patients with
pb3 positivity than in patients with wild-type pb3 (negativel (P
< .05). Atendency toward increased presurgery (white bats)
values was observed in patients with pb3 positivity (7= .07,
Nata for VFGF raprasant the meadian and interquartila rangas
anc were anayzad with the Mann-Whitney U test.
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tumor was larger than 2 cm (n = 61; 341 pg/mL; range. 205-
463 pg/ml) were significantly higher than in patents whose
tumor was 2 cm or smaller (n = 71: 243 pe/mL: range, 126-
385 pg/mL: P = .021). A similar associaton (F < .05) was
observed for VEGF levels measured after surgery (n=41: 292
pe/mL; range, 176-396 pg/mL vs n = 47; 219 pg/mL: range,
117-299 pg/mL; P = .032). Eight hours after tumor removal, &
significant relationship was found between sermm VEGF lev-
els and the number of TAMs (Table 2. No significant relation-
ship was observed between circulating VEGF levels and
VEGI expression in tissue or tumor infiltration—associated
macTuphages,

Discussion

In breast cancer, angiogenesis is an important process
related to umor growth and progression. Several studies have
shown a significant correlation between microvascular vesse!
density and metastasis'® and an association with clinical out
come. ! Tumor VEGF expression correlates significantly with
angiogenic activity and survival in human breast cancer.®2 In
our patients we cbserved an inverse correlation betwezer
VEGF and tumor size and nodal status (labie 2). Although
this may seem surprising, the relation between VEGF anc
these conventional prognostic factors is not well defined, anc
the results of different studies have been discordant.>'>* Our
results also show differences in the expression of VEGF
hetween ductal carcinomas and lobular carcinnmas, as previ-
ously reportad®23: the former frequently were positive.
whereas almost all lobular carcinomas were negative cr only
weakly positive.

I Lhis stdy we focused our gltention v TAMS and their
relatior o VEGF producticn in patients with breast cancer
TAMs represent a major compaonent of the intlammaiory irtil-
trate in breast cancer. Several cytokires have been implicatec
in the recruitment of mzcrophages into the tumors, and the
most important among them seem to be monocyle chemotac-
tic protein-1. macrophage colony-stimulating factor, and
VEGE All of them may be expressed by tumaor cells and have
been associated positively with macrophage content in tumors
of various origins.2® TAMs arc related in complex ways ta
tumor biology. and these relationships involve stimulatory and
inhibitory functions of reoplastic growth.”” One activity of
'TAMs that may promote tumor survival and growth is the
szeretion of angiogenic factors such as VEGE which are able
to stimulate angiogenesis. Thus, it is apparent that VEGF may
regulate angiogenesis not only by acting directly on endothe-
lial cells. but also by attracting macrophages into the tumor.

Some studies of hresst carcinoma have found an associa-
tion between VEGF secreted by tumor cells and macrophage
density. suggesting that VEGF cxpression may be an important

116  Am J Cin Pathol 2006;125:111-1°8
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factor in the recruitment of TAMs into breast carcinoma tis-
sue’=* Although we founc a higher macrophage index in
VEGF+ twmors than in VEGF- tumors, the difference did not
reach satistical significance. But itis clear that the attraction of
TAMs to the tumor depends on multiple factors and not only
on VEGF secretion by tumor cells. Lezk 2t al'? observed a pos-
itive association between VEGF expression and macrophage
index in epidermal prowth factor receptor (EGFR - mmaors bar
not in EGFR+ tumors, suggesting that macrophages may be
attracted to the tumor via other pathways.

In our study, overexpression of the cell cycle suppressor
gene p33 conelaed with an increase in the nunber of TAMs
(Table 2). This has been reported previously in endometrial
carcinoma® but not in breast cancer. The explanaticn for this
asscciation may be related to angiogenesis, because mutated
P53 may indirectly promote angiogenes:s in breast tumors by
increasing VEGF expression i tumor calls.”" The p53 mol-
ecule thus may be related to VEGF-mediated TAM recruit-
ment. Recent in virro shiddies have shown that the p53 timor
suppressor like molecule p73 can induce the production of
granulocyie-monocyte cclony-stimulating factor and granulo-
cyte colony-stimulating factor in human thymic epithelial
cells.” These cytokines can siumulate and activate
macrophazes next to these cells to express p/3. increasing
angiogenic activity. In addition, some authors have suggested
that the wild-type p33 gene may be inactivated functionally by
macrophagze migration inhibitory factor, 2 proinflammatory
cytokine released by macrophages and T cells ai sites of
inflammation such as mmars*! Thus, mutations in the p3?
gene may act synergistically with TAMs to promote new ves-
s2l formation.

The role of macrophages in angiogenesis may be more
relevant than expected, as suggested by recent experimental
studies. Authors who studied a modzl of inflammatory neo-
vascularization in the comea reported significant inhibition of
hemangiogeresis and lymphangiogenesis after depletion of
the macrophage infiltrate and concludad that macrophages
might have a crucial role in inflimmatory neoangiogenesis
mediated by VEGE™ In addition, in vito experiments in
which macrophages and tumor cells were cocultured demon-
strafed that the presence of tumor cells was associated with
increased VEGF secrction by macrophages and that the
amcunt of VEGF secreted by macrophages was 2- to 3-fold as
great as the amount secreted by wmor cells.™ This supports
the relevance of TAMs as a source of VHGE in tumors,
Although the secreiion of VEGF by macrophages is regulated
by several tumor-related factors that remain to ke elucidated
fully, we found a significant comelation between levels of
VEGF in tumaor cells and in macrophages. as previously
descrihed 312 Tn additinn, hypoxia is knawn to up-regulate the
expression of VEGF by tumor cells, and there is evidence of
increased VEGF production by TAMs in breast cancer.™
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Thus, 2 hypotheses may be formulated: (1) Neoplastic cells
interact with TAMs and directly promote the secretion of
VEGF by these cells. (2) VEGF expression by the 2 cell types
may be regulated by the same microenvironmental stimuli, eg,
hypoxia. More research will be needed to discern which of
these 2 hypotheses accounts for VEGF expression by tumors.

The increase in circulating VEGF levels in patients with
cancer requires sources of VEGF production. Although the
tumor cell is proposed as the main source of VEGF released
into peripheral blood, other sources, including circulating
platelets and leukocytes (such as monocytes and T lympho-
cytes), also can release VEGF to the circulation and contribute
to the increase in circulating levels of VEGE™ Peripheral
blood monocytes are the main source of TAMs recruited into
hypoxic areas of the tumor mass,”” and it is known that VEGF
can induce migration and activation of peripheral monocytes
through its receptor flt-1, which is expressed on the monocyte
membrane.*®

To study the possible relationship between TAMs and cir-
culating VEGF levels. we measured presurgery and post-
surgery serum levels of VEGF. Because VEGF has a half-life
of 3 minutes in circulation,” the samples we obtained 8 hours
after tumor removal should be devoid of VEGF originating
from the tumor. Although we did not observe a significant cor-
relation between presurgery serum VEGF values and the num-
ber of TAMs, when the main source of VEGF production (the
tumor) was removed, we observed a correlation between
serum VEGF levels and the number of TAMs (Table 2). To our
knowledge, this is the first time that this result has been report-
ed. Thus, the correlation observed between the number of
TAMs and postsurgery serum VEGF values may be attributed.
at least in part, to VEGF released by circulating
monocytes/macrophages; these cells can be primed to produce
angiogenic factors after surgery by cytokines previously
released by the tumor? or induced by tissue hypoxia.

In addition to inhibiting tumoral proliferation by negative
regulation of the cell cycle, the p53 gene is known to indirect-
ly curtail tumor progression by inhibiting tumor angiogenesis
and reducing the expression of VEGF messenger RNA.® In
the present study, 22.3% of the cases showed p53 overexpres-
sion, a rate previously observed by other authors.*® We found
no relationship between p53 overexpression and VEGF
expression in tumor cells. Although the number of p53+ cases
was low, we observed a significant correlation between p33
overexpression and postsurgery serum VEGF levels in our
patients (Table 2). Consistent with our results are the findings
reported by Nishimura et al,'' who observed a correlation
between plasma VEGF levels and p533 overexpression in
patients with breast cancer. The fact that cases that expressed
the mutant p53 had higher serum VEGF levels than cases
expressing the wild-type p53 (Figure 1) supports the idea that
P53 is involved in the regulation of tumor angiogenesis and
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that this regulation is mediated, at least in part, by the produc-
tion of circulating VEGF.

We observed a connection between TAMs, p53, and
serum VEGF levels in primary breast cancer. Our results sug-
gest that postsurgery serum VEGF levels are directly depend-
ent on macrophage infiltration of the tumor and the presence
of mutations in the wild-type p53 gene. rather than on
increased VEGF expression by tumor cells. This study docu-
mented a strong interrelation between tumor macrophage
infiltration, p53 overexpression, and circulating VEGF lev-
els—an interrelation that might have an important role in the
angiogenic activity of breast cancer.
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