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A.ANGIOGENESIS 

La angiogénesis es el proceso por el cual se producen vasos sanguíneos a 

partir de otros 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 

formación de vasos “de novo”, por diferenciación de precursores 

mesodérmicos que se diferencian en angioblastos. De éstos se desarrollan 

las células endoteliales que coalescen para formar los cordones 

angioblásticos que se fusionan para formar los plexos angioblásticos, 

estableciendo la configuración inicial del sistema circulatorio. 

La arteriogénesis es el crecimiento de arteriolas colaterales 

preexistentes que intentan compensar la función de alguna arteria 

ocluida. 

La angiogénesis se encuentra regulada por una serie de factores 

angiogénicos y antiangiogénicos. En el adulto la red vascular está en 

estado quiescente. Sin embargo, la angiogénesis se puede activar ante 

determinados estímulos, cuando el organismo requiere una mayor 

cantidad de nutrientes, y esta activación puede ser transitoria o 

mantenida. 

La angiogénesis es transitoria en la cicatrización de las heridas y en la 

transformación cíclica de estructuras del sistema reproductor femenino 

como son: formación del cuerpo lúteo, regeneración del endometrio 

funcional, en el desarrollo de estructuras placentarias y cambios 

relacionados con la lactación en la glándula mamaria. 
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En determinadas enfermedades como la diabetes mellitus, la artritis 

reumatoide, la psoriasis y los hemangiomas, y en la progresión tumoral 

aparece una angiogénesis mantenida y persistente. 

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

carcinomas mamarios1,2.  

 

1. ETAPAS DE LA ANGIOGÉNESIS: 

La angiogénesis es un proceso complejo que comprende una serie de 

etapas, las cuales pueden esquematizarse de la siguiente forma: 

- Estímulo angiogénico (activación de células endoteliales y pericitos). 

- Degradación de la matriz extracelular. 

- Migración de células endoteliales. 

- Proliferación de células endoteliales y formación de una nueva luz 

capilar. 

- Estabilización de los nuevos vasos. 

 

1.1 Estímulo 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 núcleo promueve la transcripción 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)3. 

La unión de estos factores a los receptores de las células endoteliales 

induce la fosforilación de distintas proteínas, activándose así las señales 

de supervivencia para estas células. 
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Por otro lado, la apoptosis, o proceso por el cual se produce una muerte 

celular programada, es también fundamental en la remodelación de los 

vasos sanguíneos, ya que así, se eliminan los vasos no necesarios, aunque 

parece que la apoptosis es necesaria en la iniciación del proceso 

angiogénico. La apoptosis de las células endoteliales se produce por la 

pérdida de adhesión 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 proliferación de los 

mismos. 

Por lo tanto, durante la angiogénesis no solo se establece un equilibrio 

dinámico entre señales pro y antiangiogénicas, sino también entre señales 

de supervivencia y de muerte celular. 

Entre los factores que promueven la apoptosis de la célula endotelial 

caben señalar varios factores de los que hablaremos posteriormente, 

como son: el factor de crecimiento transformante β (TGFβ) y el factor 

de crecimiento transformante α (TGFα), y por otro lado hay factores 

como el factor de  crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de 

crecimiento fibroblástico 2 (FGF-2) que son factores de supervivencia. 

Estos factores  pueden conseguir su acción activando a la protein-quinasa 

B (Akt) a través de la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3k), lo que 

constituye una vía clave en la activación endotelial, ya que transmite 

señales de supervivencia, migración y proliferación. 

La PI3k, a través de receptores tirosinquinasa, produce fosforilación de 

fosfoinositidos. Así se reclutan a la membrana celular moléculas 

esenciales para la supervivencia, motilidad y participación en procesos 

morfogenéticos como la tubulogénesis4. 
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La PI3k produce una fosforilación de Akt. Akt tiene una distribución 

citoplásmica pero su fosforilación 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 1 y 2. De esta forma Akt vuelve al citoplasma en su forma activa y 

ejerce la fosforilación de distintos efectores relacionados con la 

supervivencia celular, proliferación del metabolismo de la glucosa y 

síntesis de proteínas5. 

La activación de Akt también puede producirse por una segunda vía, 

protagonizada por las integrinas  que se conectan a sus ligandos de la 

matriz extracelular, lo que produce la activación de quinasas asociadas a 

las adhesiones focales (FAK)6, las cuales actúan sobre Akt. Las 

adhesiones focales son regiones concretas de la superficie celular en las 

que se concentran moléculas de adhesión al sustrato (sobre todo 

integrinas) y numerosas proteínas que conectan estas moléculas al 

citoesqueleto.   

Algunos factores como VEGF consiguen igualmente una mayor 

supervivencia de las células endoteliales provocando un incremento de los 

niveles de las proteínas antiapoptóticas A1 y bcl-2. 

Además, la activación del receptor VEGFR2 por VEGF favorece la 

proliferación celular. VEGF fosforila y activa a la fosfolipasa C que 

cataliza la síntesis de diacilglicerol e inositol1, 4, 5 trifosfatos que 

activan a la proteinquinasa C. Dicha enzima activa una importante vía de 

proliferación celular7,8. 
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1.2 Degradación de la matriz extracelular 

Los vasos sanguíneos están formados por células endoteliales y células de 

sostén que están ancladas en una matriz extracelular. Para que se lleve a 

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

La degradación de la matriz celular se produce a través de una serie de 

proteasas que se liberan tras el estímulo angiogénico. Su consecución es 

necesaria para la posterior migración celular; además, se precisa la 

formación de sitios de anclaje que hagan posible el desplazamiento. 

Cuando los factores angiogénicos activan a las células endoteliales,  

inducen la expresión de activadores del plasminógeno, tipo uroquinasa (u-

PA) y tisular (t-PA)9. Estos activadores convierten al plasminógeno en 

plasmina, una potente proteasa que activa a los precursores de las 

metaloproteinasa de matriz, iniciándose así la degradación proteolítica. 

Existen múltiples 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 adquisición del fenotipo angiogénico10. 

La MMP-2 degrada a las proteínas que constituyen la membrana basal, 

como son el colágeno IV y la laminina. La metaloproteinasa-2 (MMP-2) 

está expresada en la mayoría de las células. Se segrega de forma inactiva 

y se activa a través de otra metaloproteinasa de membrana, la MT1-MMP 

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

Es esencial controlar la actividad proteolítica en áreas concretas de la 

superficie celular. Esto se consigue gracias a la unión de las 

metaloproteinasas a las integrinas11, proteínas de membrana celular 

mediante las que la célula se adhiere al sustrato y transmite señales 

desde el exterior al interior de la célula12.  
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1.3 Migración de las células endoteliales 

Una vez producida la degradación de la lámina basal, ocurre la migración 

de células endoteliales, que protuyen de la pared del vaso y migran a 

través del espacio intersticial. 

Algunos factores angiogénicos pueden provocar señales de migración, 

transmitidas por su receptor de membrana que provoca la fosforilación y 

activación 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 adhesión al sustrato (sobre todo 

integrinas) y numerosas proteínas que conectan estas moléculas al 

citoesqueleto.  Estas adhesiones focales desempeñan fundamentalmente 

una función mecánica en la migración, aunque también están involucradas 

en otros 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 migración: 

- Configuración bipolar o bicelular: dos o más células endoteliales migran 

desde la pared del vaso hacia el espacio perivascular, cargadas de 

polirribosomas y abundantes filamentos intermedios. 

- Formación lineal: una única célula proyecta sus seudópodos, migrando 

dentro del tejido conectivo que rodea las paredes capilares. 

Para la migración de las células endoteliales se requiere interacción 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 proteínas transmembrana que se forman por 

heterodimerización de unidades alfa y beta. Existen más de 15 

subunidades alfa distintas, y 8 subunidades beta. Estas subunidades 
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forman 20 combinaciones distintas, de las cuales la más implicada en la 

angiogénesis es la integrína αvfβ3. 

La migración de las células endoteliales se produce por la unión de las 

células a unos residuos de amnioácidos que quedan expuestos en la matriz 

por proteolisis del colágeno. Estos residuos de arginina-glicina-ácido 

aspártico (RGD) son reconocidos por la integrina αvfβ3 expresada en la 

superfície endotelial. La célula endotelial utiliza la unión RGD como una 

matriz provisional para desarrollar y coordinar su capacidad de adhesión 

y de invasión durante la angiogénesis.  

La integrina αvfβ3 es crítica para la diferenciación, maduración y 

supervivencia de los vasos, y está presente en la superficie del endotelio 

activado, permitiendo la expansión de las células y la creación de luces 

vasculares13.  

En resumen, las integrínas son proteínas de membrana celular gracias a 

las cuales la célula se adhiere al sustrato y transmite señales desde el 

exterior al interior de la célula12. 

Otras moléculas de adhesión celular son las cadherinas, proteínas de 

membrana gracias a las cuales se producen uniones intercelulares entre 

células homólogas.  La cadherina presente en las células endoteliales es 

una cadherina específica, la VE-cadherina o cadherina-5. Su papel en la 

angiogénesis es poco conocido, aunque se sabe que su deficiencia inhibe la 

transmisión de la señal de supervivencia dependiente de factores 

angiogénicos, induciendo la apoptosis. VE-cadherina aparece asociada 

espacialmente con los receptores de factores angiogénicos, sugiriendo 

algún tipo de interacción esencial para la transmisión de la señal 

angiogénica4.  
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A lo largo de un vaso neoformado se observa una variación de la 

composición de la matriz extracelular que rodea a las células endoteliales 

según la zona. 

Así, en la zona más distal del brote vascular las células muestran mayor 

proliferación y se rodean de colágeno tipo V y de fibronectina, mientras 

que en la región más proximal las células se estabilizan, recubriéndose de 

membrana basal compuesta por fibronectina, laminina 1 y colágeno de tipo 

IV14.  

 

1.4 Proliferación de las células endoteliales y formación de una nueva 

luz capilar 

El último paso en el proceso angiogénico es la formación 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 

nuevos capilares, incrementar su adhesividad a otras células endoteliales, 

comenzar a producir la lámina basal y la matriz extracelular, y reclutar 

las células perivasculares necesarias para estabilizarlos. 

Para la formación de los nuevos vasos sanguíneos es fundamental que 

estas células se adhieran. Las integrínas, esenciales en la activación 

endotelial, también desempeñan una importante función en la 

morfogénesis de los nuevos vasos, ya que aumentan la adhesión entre las 

células endoteliales, y entre éstas y el sustrato. 
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La integrina α6β1 es el principal mediador de la adhesión de las células 

endoteliales a la laminina. 

 

1.5 Estabilización de los nuevos vasos 

La maduración de los nuevos vasos incluye la creación de una nueva 

membrana basal, y la estabilización de dichas estructuras vasculares por 

el recubrimiento de células de soporte, como las células musculares lisas 

en grandes vasos, o los pericitos en los capilares15.  

Los pericitos son las células perivasculares que rodean a los capilares y se 

cree que derivan de células musculares lisas preexistentes, 

contribuyendo a la estabilización de los capilares, gracias al control del 

equilibrio proteolítico16.  

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 factores17. 

Los factores angiogénicos estimulan el desarrollo y migración de los 

pericitos, contribuyendo así a la estabilización vascular y, a su vez,  

actúan como potentes factores quimiotácticos atrayendo a las células 

musculares lisas18.  

Por otro lado, existen factores específicos para las células endoteliales, 

con funciones de estabilización y mantenimiento de los vasos maduros, y 

que promueven la interacción entre las células endoteliales y musculares 

lisas19.  
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2. FACTORES QUE REGULAN LA ANGIOGENESIS 

Existen diversos factores implicados en la angiogénesis, unos con acción 

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 fibroblástico (FGF), factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento epidérmico 

(EGF), factor de crecimiento transformante β (TGFβ), factor de necrosis 

tumoral α (TNF-α), interleuquinas (IL). 

Entre los factores anti-angiogénicos se encuentran la angiostatina,  

endostatina, trombospondina-1, angiopoyetina-2, interferon-α, 

interleuquina 12. 

 

2.1 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

El VEGF también conocido como VPF (factor de permeabilidad vascular) o 

vasculotropina es una glicoproteína básica 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 

múltiples células de origen humano y animal20. VEGF induce la 

neoangiogénesis estimulando la proliferación, permeabilidad y migración 

capilar21.  

VEGF es un potente mitógeno para las células endoteliales procedentes 

de arterias, venas y linfáticos pero carece de actividad mitogénica sobre 

otros tipos celulares22.  



 

12 
 

El descubrimiento de que VEGF era difusible y específico para las células 

endoteliales llevó a la hipótesis que esta substancia jugase un papel 

fundamental en la regulación del crecimiento de los vasos, tanto en 

situaciones fisiológicas como en procesos patológicos23.  

Existen distintos tipos de VEGF24: VEGF-A (también conocido como 

VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. La acción de VEGF-B no es 

bien conocida, VEGF-C y VEGF-D se relacionan con la linfangiogénesis25 y 

de VEGF-E se sabe que está 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 también aumenta en número de estos receptores. 

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

como resultado de señales procedentes de los tejidos isquémicos. 

La vía más utilizada por VEGF es VEGFR2, e incluso se cree que VEGFR1 

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 quimiotáctico sobre las células 

endoteliales. Este metabolito es la 2-desoxirribosa, la cual por sí sola 

ejerce una acción angiogénica. Además, 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 más estudiadas son la 

angiopoyetina 1 y 2. Estas actúan uniéndose al receptor tirosinquinasa Tie 

2/Tek. 

La angiopoyetina 1 es producida por las células perivasculares y mantiene 

el endotelio en estado quiescente, además está involucrada en el 

mantenimiento de la estabilidad de los vasos26, y es necesaria para hacer 

que los vasos maduros sean insensibles al VEGF y parece favorecer el 

crecimiento en diámetro del vaso27. La angiopoyetina 2 se estimula en 

función de la hipoxia. 

Ambas angiopoyetinas compiten por el mismo receptor produciendo una 

alteración en el estado de quiescencia endotelial. En condiciones en las 

que se estimula la angiogénesis, una región del vaso maduro se 

desestabiliza, haciéndose sensible al VEGF. La angiopoyetina 2 parece 

tener un papel clave en esta desestabilización, actuando como antagonista 

de la angiopoyetina 128.El vaso desestabilizado experimenta la formación 

de un brote angiogénico cuando está presente VEGF, o involuciona si no lo 

está. 

 

2.4 Factor de crecimiento fibroblástico (FGF) 

Existen varios tipos de factores de crecimiento fibroblástico de los 

cuales algunos son directamente angiogénicos y otros no. 
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El factor de crecimiento fibroblástico-2 (FGF-2), también denominado 

factor de crecimiento fibroblástico β, fue el primer factor angiogénico 

reconocido29.  

El factor vascular de crecimiento- 1, también denominado factor de 

crecimiento fibroblástico α, comparte muchas de sus características 

angiogénicas.   

Sin embargo, el factor de crecimiento fibroblástico- 7, también 

denominado KDF (factor de crecimiento de querainocitos), no es 

directamente angiogénico, aunque induce la producción de VEGF, por lo 

que tendría 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 mitógeno, modula la diferenciación, inhibe la apoptosis y es 

quimiotáctico. En definitiva, interviene en las funciones de reparación, 

regeneración y homeostasis tisular. 

Está presente en las células endoteliales induciendo la proliferación, la 

atracción quimiotáctica y un incremento en la expresión de uroquinasa30.  

Presenta una alta afinidad por la heparina, uniéndose a proteoglicanos del 

tipo heparan sulfato. Se puede considerar por lo tanto que la matrix 

extracelular sería una reserva de FGF en estado latente. Cuando VEGF 

inicia el proceso angiogénico se desencadena una proteolisis que induce la 

liberación de FGF-2 activo, por lo que así se amplifican los efectos de 

VEGF. 

 

Los factores de crecimiento fibroblástico se unen a receptores 

tirosinquinasas. En dichas uniones pueden actuar diversos proteoglicanos 

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

de los FGF a sus receptores, aumentando así la transmisión de la señal31.  

 

2.5 Factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF) 

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es una proteína que 

participa en diversos procesos embrionarios, fundamentalmente 

relacionados con la organogénesis. 

El HGF actúa en la disociación celular, en la adquisición de motilidad y 

capacidad invasiva y promueve la morfogénesis en diversos tipos 

epiteliales (células renales y mamarias)32.  

Además, el HGF estimula la morfogénesis de los capilares, protege de la 

apoptosis a las células endoteliales y estimula su migración y sus 

capacidades invasivas, de ahí 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 activación proteolítica. 

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 endoteliales33. 

Las células estimuladas por HGF producen un aumento en la expresión del 

factor de transcripción Ets-1. Este factor induce la expresión de 

proteasas como el activador del plasminogéno tipo uroquinasa y el 

receptor del activador del plasminogéno tipo uroquinasa. Así se produciría 

un fenómeno de retroalimentación positiva, ya que estas proteasas 

activarían al HGF inactivo34. 
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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 expresión de VEGF y 

Ets-1 en las células tumorales. 

Por otro lado, el factor de crecimiento epidérmico induce la expresión de 

la “proteína ligadora” del FGF. Este “proteína ligadora” de FGF es un 

activador del FGF-1 y FGF-2, que produce, por lo tanto, un incremento de 

las señales angiogénicas35.  

 

2.7 Factor de crecimiento transformante ββββ (TGF ββββ) 

Hay tres tipos de factores de crecimiento transformante β que se 

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

Los TGFβ son indirectamente proangiogénicos ya que producen un efecto 

quimiotáctico sobre células inflamatorias que producen VEGF, FGF-2, 

TNF-α y PDGF, que son factores directa o indirectamente inductores de 

angiogénesis36. Además de su capacidad para inducir la angiogénesis, los 

factores de crecimiento transformante β están relacionados en la 

maduración y estabilización endotelial. 

La estimulación de las células endoteliales por la angiopoyetina-1 

procedente del mesénquima induce la producción endotelial de PDGF-B, un 

factor que atrae células mesenquimales y provoca la activación de TGFβ 

latente, induciendo la diferenciación del mesénquima en células 

perivasculares37.  

 

2.8 Factor de necrosis tumoral αααα 

El factor de necrosis tumoral α induce la angiogénesis por distintas vías, 

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 expresión de VEGF, IL-8 y FGF-2, promoviendo así la 

angiogénesis38.  

 

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 

expresión de VEGF en algunos tipos celulares. 

 La interleuquina IL-13, que es antiinflamatoria, posee propiedades 

quimiotácticas para el endotelio por lo que también podría 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 macrófagos39.  

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

proliferación 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 proteolítica impidiendo la acción de los inductores de la 

angiogénesis. 

Es una glicoproteína trimérica de gran peso molecular liberada por los 

gránulos α de las plaquetas en respuesta a la estimulación por parte de la 

trombina, y es también, un componente transitorio de la matriz 

extracelular en el desarrollo y la reparación tisular, siendo secretada por 

múltiples 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 formación 

y resolución del coágulo de fibrina, uniéndose a la fibrina, el plasminógeno 

y la uroquinasa. También participa en la respuesta inflamatoria a través 

de la formación de puentes entre las plaquetas y los leucocitos reclutados 

en el foco inflamatorio40.  

En las células endoteliales, la TSP-1 puede inhibir la proliferación, la 

formación de adhesiones focales desestabilizando los contactos de la 

matriz extracelular, inducir la apoptosis endotelial e inhibir la 

angiogenesis. 

Cada vez existen más evidencias de que la TSP-1 puede ser un modulador 

natural de la angiogénesis, dominando una regulación positiva o negativa 

dependiendo del contexto y de la concentración de la misma. Por ejemplo, 

es capaz de activar TGF-β, que es un factor angiogénico y en presencia 

de colágeno tipo I la TSP-1 inhibe la neoformación vascular. 

Existen diversas situaciones capaces de inducir la expresión de TSP-1 

como son: la hipoxia, el producto del gen supresor tumoral p53,TGF-β, 

PDGF y el FGF-b. Entre los factores capaces de inhibir la expresión de 

TSP-1 destacan la IL-1 y el factor de necrosis tumoral α. 

 

2.11 Angioestatina 

La angiostatina, es un agente antiangiogénico derivado de la proteolisis 

del plasminógeno, se piensa que tiene un efecto antiangiogénico derivado 

del bloqueo de las señales HGF en el endotelio41. 

 

2.12 Óxido nítrico (NO) 

El óxido nítrico lo producen las células endoteliales y tiene un efecto 

relajante en las células musculares lisa, controlando el flujo sanguíneo. El 



 

19 
 

aumento de NO provoca una vasodilatación, incrementando la 

permeabilidad vascular. Además, el NO potencia la supervivencia de 

VEGF, ya que inactiva a las caspasas y estimula la proliferación del 

endotelio. 

Tiene un efecto bifásico sobre otro modulador angiogénico, la 

trombospondina; a dosis extremas (elevadas o bajas) disminuye la 

expresión de trombospondina, mientras que a dosis intermedias aumenta 

dicha expresión. 

 

3. ANGIOGENESIS TUMORAL 

3.1 Definición 

Los vasos sanguíneos son un componente importante en el estroma 

tumoral, ya que el tumor necesita de oxígeno y nutrientes. Hasta que el 

tumor alcanza un tamaño de 1 a 2 mm3 recibe todos los nutrientes y el 

oxígeno por difusión simple. Una vez que el tumor alcanza un mayor 

tamaño necesita generar neovascularización que permita el aporte 

sanguíneo 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 órganos aislados y 

perfundidos, se demostró que la ausencia de angiogénesis se asociaba a 

una restricción del crecimiento tumoral a pequeños esferoides de 1 mm3 o 

menos. Esta fue la primera vez que se consiguió que tumores viables 

crecieran como masas tridimensionales en un tejido sin 

neovascularización. Cuando se trasladaba el pequeño tumor al ratón del 

que provenía desarrollaba neovascularización y crecía alcanzando tamaños 

1000 veces superiores al obtenido en el órgano aislado42. A partir de 

estos estudios, Folkman, en 1970, formuló la hipótesis de que el 
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crecimiento tumoral es angiogénesis dependiente y que los nuevos vasos 

sanguíneos son necesarios cuando el diámetro de la masa tumoral es 

mayor de 1-2 mm, puesto que la nutrición no la pueden conseguir por 

difusión pasiva43.  

En 1976 Gullino realizó un experimento con ratones neozelandeses,en los 

que valoró la capacidad de neovascularización de tejido mamario sano, 

preneoplásico y neoplásico, implantando pequeñas biopsias en el iris de 

estos ratones. Observó como el 90% de los tumores mamarios 

implantados producían neovascularización en 48-72%, la administración 

de corticoides cedía la inflamación postcirugía, pero no afectaba al 

crecimiento de neovasos. Sin embargo, solo el 6% de los tejidos sanos 

inducía alguna proliferación vascular. Además, observó que el 30% de las 

lesiones preneoplásicas producían un patrón de crecimiento vascular 

similar al de los implantes tumorales, demostrando así que las células de 

los tejidos precancerosos en el proceso de transformación neoplásica 

adquieren capacidad angiogénica44.  

La angiogénesis no es solo necesaria para la nutrición tumoral sino que 

también es fundamental para la diseminación metastásica. En la 

producción de las metástasis es necesario que el tumor esté 

vascularizado para que las células neoplásicas tengan una vía por donde 

puedan ser vehiculizadas. Además, cuando estas células neoplásicas llegan 

al lugar diana también necesitan de la angiogénesis para su nutrición en su 

nueva ubicación. 

La actividad angiogénica de cada tumor dependerá del balance entre 

señales proangiogénicas y antiangiogénicas. 
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Los factores antiangiogénicos pueden actuar inhibiendo la proliferación 

celular o inhibiendo la quimiotaxis, y estos pueden actuar desde la 

circulación o en la matrix extracelular. 

Estos factores que actúan en la angiogénesis tumoral pueden derivar de 

las células neoplásicas, de las células endoteliales, de las células 

adyacentes o actuar por mecanismos no bien aclarados45.  

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

de factores angiogénicos tales como VEGF, TGFα y β, bFGF.  

Además, las células tumorales son capaces de desencadenar la 

diferenciación de las células endoteliales y la formación de nuevos vasos a 

través de la liberación de enzimas proteolíticas y produciendo 

alteraciones en las células estromales que las rodean. 

También se ha demostrado que al estimular a las células endoteliales, 

éstas aumentan el número de receptores en su superficie. En la 

transformación al fenotipo angiogénico las células endoteliales tienen que 

incrementan la producción de factores de crecimiento46.  

El modelo de angiogénesis tumoral es un equilibrio dinámico entre la 

regresión y crecimiento tumoral, regulado principalmente por VEGF y las 

angiopoyetinas. 

En las fases iniciales de la angiogénesis tumoral se produce una regresión 

de los vasos presentes en el tejido implicado, antes de que los nuevos 

vasos se desarrollen. 

Los nuevos vasos tumorales parecen “reclutar“ a los vasos ya existentes. 

Como consecuencia de ese reclutamiento, las células endoteliales 

aumentan la expresión de citoquinas específicas como la angiopoyetina-2, 

producida por ellas mismas, y que actúa por un mecanismo autocrino sobre 
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los vasos tumorales como antagonista de los receptores Tie-2, 

conduciendo a la desestabilización vascular. Así se aumenta la plasticidad 

de los vasos, permitiendo iniciar el proceso de la angiogénesis y 

remodelación vascular. 

Como ya hemos comentado anteriormente el fenotipo angiogénico se 

conseguirá cuando el balance entre factores proangiogénicos y 

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 tumor se desarrolla sin neovascularización. Rara 

vez sobrepasan los 2-3 mm47. Suelen ser lesiones asintomáticas y no 

detectables clínicamente. Sus células pueden crecer tan rápido como en 

las variedades vascularizadas pero predominan las micrometástasis, ya 

que la proliferación 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 formación de nuevos vasos, lo que permite continuar el 

crecimiento tumoral48,49. Además, gracias a esta vascularización las 

células pueden metastatizar a órganos distantes50. Es por ello que el 

proceso angiogénico se considera uno de los factores más importantes en 

la progresión y diseminación neoplásica y en consecuencia como un factor 

pronóstico. 

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

normal pero presentan notables diferencias, son vasos más proliferantes 

e inmaduros51. Son vasos de paredes finas y ramificaciones anormales que 

con frecuencia forman uniones arteriovenosas, lo que impide una 

perfusión adecuada. El revestimiento endotelial suele ser incompleto con 
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ausencia de uniones intercelulares; además, pueden faltarle componentes 

como la membrana basal, lo que facilita el escape de células tumorales al 

torrente sanguíneo, con el consiguiente riesgo de metástasis a distancia. 

No poseen capa muscular, pericitos ni inervación por lo que carecen de 

control del flujo lo que hace que el flujo sea irregular e impide la 

nutrición de toda la masa tumoral52. Incluso, en tumores muy agresivos 

los neovasos están compuestos por las propias células tumorales53.  

La vascularización es diferente según el área del tumor en la que nos 

encontremos. En el área tumoral central existe una continua remodelación 

de los vasos preexistentes, siendo éstos utilizados para la nutrición 

tumoral. En la periferia del tumor se encuentran las áreas más 

vascularizadas, en donde existe una mayor proliferación 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 áreas es donde se cuantifica la densidad vascular 

intratumoral, que es un parámetro 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 lógico pensar que el crecimiento 

desmesurado de los tumores provoca déficit de la tensión de oxígeno en 

sus células formándose en ellas señales, como HIF-1, capaces de activar 

la secreción de factores angiogénicos54.  

 

3.2 Influencia en la angiogénesis de otros factores tumorales 

La expresión de algunos factores angiogénicos está regulada además por 

otros estímulos, incluyendo factores de crecimiento y productos de 
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oncogenes o genes supresores, producidos por el propio tumor y que 

pueden actuar de forma autocrina o paracrina. Factores hormonales, 

como los estrógenos, activan la producción de VEGF en las células 

tumorales de las neoplasias de mama55. Los andrógenos juegan un papel 

similar en la próstata neoplásica56. La forma salvaje de p53 interviene en 

la angiogénesis provocada por la hipoxia induciendo apoptosis o 

incrementando factores antiangiogénicos, pero también disminuyendo 

VEGF57, mientras que, en tumores, la forma mutante se asocia a su 

incremento. El producto del gen supresor von Hippel-Lindau (vHL) está 

directamente involucrado en la degradación del VEGF, atribuyéndose la 

susceptibilidad a cáncer cerebral o renal en la enfermedad a la pérdida 

de la función de VHL, que disregularía al factor angiogénico. La forma 

mutante de ras puede regular al alza tanto VEGF como otros factores 

angiogénicos.  

 

3.3 Factores antiangiogénicos 

Las células neoplásicas pueden tener también capacidad para expresar 

factores antiangiogénicos como la trombospondina, angiostatina y 

endostatina. En esta capacidad se basan algunas hipótesis que intentan 

explicar por qué en ocasiones la extirpación de una neoplasia primaria se 

sigue de la progresión de sus depósitos metastáticos, supuestamente 

frenados en su crecimiento por los inhibidores de la angiogénesis que 

producía el tumor principal. 

 

3.4 Intervención de otras estirpes celulares en la angiogénesis 

tumoral 

No sólo las células neoplásicas juegan un papel importante en el proceso 

angiogénico, otras estirpes celulares acompañantes pueden intervenir en 
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el proceso angiogénico, siendo los macrófagos, de los que haremos 

mención especial posteriormente en un apartado específico, los que 

tienen el papel más importante. Los macrófagos representan el mayor 

componente del infiltrado inflamatorio en la mayor parte de los tumores, 

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

Particularmente, VEGF es capaz de inducir migración y activación de 

monocitos periféricos a través del receptor ftl-1 que se expresa en la 

membrana del monocito. Los macrófagos asociados al tumor tienen una 

relación compleja con la biología tumoral, con acciones tanto promotoras 

como inhibidoras del crecimiento tumoral. Una de sus acciones 

promotoras está en relación con la angiogénesis, pudiendo influir en cada 

una de las fases del proceso angiogénico, incluyendo la secreción de 

factores angiogénicos. La expresión de VEGF en los macrófagos se ha 

detectado en el citoplasma, tanto como proteína, mediante 

inmunohistoquímica, como en forma de mRNA, mediante hibridación in 

situ. Su secreción se ha estimado en 2-3 veces la de las propias células 

tumorales, lo que resalta la relevancia de los macrófagos asociados a 

tumores (TAMs) en la angiogénesis tumoral. 

 

B. VEGF 

1. VEGF  Y SU ACTIVIDAD ANGIOGÉNICA. 

VEGF induce la neoangiogénesis estimulando la proliferación, 

permeabilidad y migración capilar21.  

El hallazgo de que la sola pérdida de un alelo de VEGF produzca una 

vascularización embrionaria defectuosa que induce la muerte del embrión 

señala el papel fundamental que juega este factor en el desarrollo del 

aparato circulatorio58. 
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Asimismo, VEGF ha resultado ser un mediador clave de la 

neovascularización asociada a determinados tumores y algunos procesos 

patológicos oculares59.   

VEGF induce la expresión tanto de activadores del plasminógeno como del 

inhibidor del activador plasminógeno (PAI-1) en cultivos de células 

endoteliales. 

Mandriota y cols. mostraron que VEGF favorece la expresión de 

receptores de uroquinasa en las células endoteliales vascular60.  

Dvorak postuló que el aumento de la permeabilidad vascular era un paso 

crucial en la angiogénesis asociada a la cicatrización de heridas y a la 

observada en el desarrollo tumoral61.  

En consonancia con esta hipótesis, una de las principales funciones de 

VEGF en el proceso angiogénico es la inducción de un aumento de la 

permeabilidad vascular a macromoléculas produciendo una filtración o 

pérdida transvascular de proteínas plasmáticas que da lugar a la 

formación de un “gel” extravascular de fibrina. Este “gel” constituiría 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 administración 

tópica de VEGF producía la fenestración del endotelio de pequeñas 

vénulas y capilares incluso en regiones en las que, en condiciones 

naturales, estos vasos no son fenestrados, como son los del cremáster o 

la piel62.  
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VEGF provoca un rápido pero transitorio aumento de la permeabilidad 

microvascular sin provocar daños celulares endoteliales ni degranulación 

de los mastocitos y su acción no se ve bloqueada por los antihistamínicos. 

Así, VEGF puede ser considerado como una citosina multifuncional que, 

por un lado modifica la matriz extracelular al promover la extravasación 

de plasma, con la resultante aparición de fibrina, y por otro estimula 

directamente la proliferación de células endoteliales. 

VEGF también induce vasodilatación dosis dependiente in vitro y produce 

taquicardia transitoria e hipotensión cuando se administra vía sistémica. 

Estos efectos parecen estar mediados por el óxido nítrico derivado de 

las células endoteliales63.   

 

2. ISOFORMAS DE VEGF 

El gen humano del VEGF está organizado en ocho exones separados por 

siete intrones, teniendo una extensión de unas 14 kilobases (kb)64.  

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

El análisis de secuencial de ADNc (ADN complementario) de un surtido de 

clones de VEGF humano indicó que el factor de crecimiento del endotelio 

vascular podía tener hasta cuatro formas moleculares diferentes 

teniendo respectivamente 121, 165, 189 y 206 aminoácidos (VEGF121, 

VEGF165, VEGF189 y VEGF206)65.  

La unión alternante de exones de un único 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 inserción de 24 aminoácidos ricos en restos básicos y 
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VEGF165 es la isoforma predominantemente secretada tanto por células 

normales como anormales65. 

Las transcripciones de VEGF121 y VEGF189 se pueden detectar en la 

mayoría de células que expresan el gen VEGF. Por el contrario VEGF206 

es una isoforma de presentación poco habitual65.  

Como ya se ha mencionado previamente, el VEGF nativo es una 

glicoproteína de unos 42kDa homodimérica, básica y ligadora de heparina. 

Estas propiedades se corresponden con las de VEGF165. 

VEGF121 es un polipéptido ácido que no liga heparina. VEGF189 y 

VEGF206 son más básicos y se fijan a la heparina con mayor afinidad que 

VEGF16566.  

VEGF121 es una proteína 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 división a nivel del extremo carboxiterminal67.  

La activación del plasminógeno y la generación de plasmina han mostrado 

tener un papel importante en la cascada angiogénica. 

Existen evidencias experimentales que apoyan la teoría que los factores 

de crecimiento “almacenados” en la matriz extracelular y liberados tras 

la degradación de la misma juegan un papel fundamental en los procesos 

citados68.  

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

manera similar. 
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La generación de VEGF bioactivo por división protelítica parece tener 

especial importancia en el microambiente tumoral donde el aumento de 

expresión de las proteasas, incluyendo los activadores del plasminógeno, 

está bien documentada69. 

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 escindía VEGF165 en un fragmento de 110 

aminoácidos sin afinidad por la heparina (VEGF110) y en un fragmento de 

55 aminoácidos (constituido por el extremo carboxiterminal) con 

capacidad para unirse a la heparina. 

Los mismos autores demostraron que el producto con actividad biológica 

de la acción de la plasmina se compone de los primeros 110 aminoácidos 

del extremo NH2 terminal 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, aminoácidos 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 

mitógena del VEGF68. 

 

3. VEGF COMO FACTOR PRONÓSTICO 

Muchos estudios han demostrado que la expresión del VEGF es elevada en 

tejidos tumorales o en la circulación en muchos tipos de tumores sólidos 

humanos, incluido el melanoma70 y tumores gastrointestinales71, de 

mama72, del sistema nervioso central73, de ovario74, de cérvix75, de 

pulmón76, hepático77 , de cabeza y cuello78 y renal79,80. En muchos 
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estudios, la expresión de VEGF aumentaba con la progresión hacia una 

mayor malignidad71,72,75,81,82 y tenía relación con el grado de 

vascularización del tumor75,76,82,83,84 . Hay estudios que demuestran que la 

expresión del receptor del VEGF en las células endoteliales de vasos 

sanguíneos próximos también está estimulada72.  

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

en el lugar del tumor2,85,86 y se ha descrito una asociación significativa 

entre los niveles de VEGF en plasma y la etapa de la enfermedad o las 

metástasis. Por otra parte, se ha descubierto una correlación 

significativa entre los niveles de VEGF en plasma y tejidos empleando 

tinción inmunohistoquímica86. La expresión del VEGF en tumores es mayor 

en las zonas adyacentes a la necrosis tisular71, 77 . Estas zonas son 

probablemente hipóxicas. 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 

hipóxicas71.  

En muchos estudios se ha encontrado que la expresión del VEGF se 

correlaciona con el grado de angiogénesis tumoral76,83, corroborando el 

papel clave del VEGF en este proceso. Por ejemplo, Nakasaki y col81 

observaron una estrecha y significativa relación entre la expresión del 

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

de tumores de 100 pacientes con cáncer 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 tumor. En los primeros experimentos que utilizaron 

anticuerpos frente al VEGF, algunos autores demostraron que un 
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anticuerpo monoclonal específico para el VEGF inhibe enérgicamente el 

crecimiento de tumores producidos a partir de líneas celulares de 

tumores humanos inyectadas en ratones lampiños. Además, la 

administración de un anticuerpo policlonal suprimía el crecimiento de 

líneas celulares de tumores secretores de VEGF transfectados a 

ratones87. La inhibición de la actividad del VEGF por transfección de 

líneas celulares de tumor humano con un ADNc que codifica receptores 

de VEGF solubles, también suprime el crecimiento del tumor y de las 

metástasis y prolonga la supervivencia en ratones88. Estos experimentos 

demuestran la acción paracrina del receptor del VEGF, ya que no se 

inhibió el crecimiento del tumor in-vitro. Aunque la mayoría de los 

estudios se han centrado en la inhibición de la actividad del VEGF poco 

después de haberse inoculado las células tumorales en animales, se ha 

demostrado que también los anticuerpos anti-VEGF inhiben el crecimiento 

posterior y las metástasis en tumores ya establecidos89.  

El uso de videomicroscopía intravital ha proporcionado nuevas pruebas de 

que los anticuerpos anti-VEGF pueden inhibir la angiogénesis en el tumor 

y suprimir el crecimiento tumoral90. Esta técnica permite el estudio in 

vivo e in situ de forma no invasiva de la angiogénesis en tumores y del 

crecimiento de tumores en ratones conscientes. Se implantaron 

esferoides tumorales humanos en ratones lampiños y se trataron con el 

anticuerpo monoclonal A4.6.1, que es específico para el VEGF. El 

anticuerpo suprimió totalmente la neovascularización e inhibió el 

crecimiento del tumor en tres líneas celulares diferentes de carcinoma 

de mama90.   

Estos estudios de inhibición del VEGF también demostraron la función de 

éste en la producción de cambios morfológicos en los vasos sanguíneos de 
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los tumores. Los estudios de videomicroscopia intravital que implican la 

inyección del anticuerpo monoclonal A4.6.1 en ratones con xenoinjertos 

de tumor humano establecido y vascularizado, demostraron que la 

inhibición del VEGF reducía la permeabilidad vascular, el diámetro y la 

tortuosidad91 . Estudios de imagen por resonancia magnética confirmaron 

el hallazgo de que la permeabilidad vascular se reduce por la acción de 

anticuerpos anti-VEGF92. 

 

Una baja concentración de oxígeno indica la necesidad de más vasos 

sanguíneos para suministrar oxígeno y nutrientes a un tumor en 

crecimiento. Muchos estudios han demostrado que la hipoxia es un 

estimulador eficaz de la expresión de VEGF93, que actúa aumentando la 

transcripción del VEGF y estabilizando el ARNm resultante94,95 . Sin 

embargo, dado que algunos tumores expresan elevados niveles de VEGF 

incluso en condiciones normales de oxigenación, parece que la hipoxia no 

es el único regulador de la expresión del VEGF de los tumores96. Varios 

oncogenes y genes supresores de tumores favorecen la producción de 

VEGF en ausencia de hipoxia. Hay mutaciones del gen supresor de 

tumores VHL que están asociadas con una mayor producción de HIF-1 y 

VEGF97, debido a la incapacidad de la proteína mutante de VHL para 

degradar el HIF-1, lo que actúa estimulando la expresión del VEGF98. 

Tales mutaciones son frecuentes en el carcinoma renal de células claras 

esporádico muy vascularizado97 . Otros genes supresores de tumores que 

están relacionados con la producción de VEGF son el p5399 y el p73100. 

También se sabe que hay oncogenes normales, incluidos ras y raf, que 

están relacionados con el aumento en la expresión del VEGF101. 

Considerados en conjunto, la tendencia de los tumores es a volverse 

hipóxicos debido al rápido crecimiento, lo que estimula la expresión 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 tumor activados sobre la 

expresión 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, además de promover el crecimiento 

de los tumores induciendo la angiogénesis, el VEGF tiene otras 

actividades que pueden favorecer la supervivencia y el crecimiento del 

tumor: 

- efectos anti-apoptóticos para células tumorales 

- aumento de la permeabilidad 

- resistencia a la radioterapia 

- aumento de la probabilidad de metástasis 

- supresión de la respuesta inmunitaria antitumoral 

La primera actividad in vivo del VEGF es aumentar la permeabilidad de los 

microvasos para las macromoléculas circulantes. Esto permite el escape 

de proteínas plasmáticas, incluido el fibrinógeno y otras proteínas de 

coagulación, lo que da lugar a la formación de un estroma provisional que 

es pro-angiogénico96.   

Además de la producción de estroma, la mayor permeabilidad también 

provoca el aumento de la tensión intersticial, probablemente como 

resultado del aumento de la permeabilidad vascular. El aumento de la 

permeabilidad vascular y de la presión intersticial puede facilitar la 

entrada de células tumorales en el torrente sanguíneo y la diseminación 

metastásica. El aumento de la presión intersticial también puede 

dificultar la difusión de moléculas de mayor tamaño como los agentes 
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quimioterapéuticos o los anticuerpos antitumorales al interior del tumor. 

Dado que la extensa vasculatura tumoral podría facilitar la entrada de 

agentes anticancerígenos al interior de los tumores si la permeabilidad 

fuera normal, la normalización de la presión intersticial podría ser 

beneficiosa cuando se traten neoplasias98.  

Los tumores desarrollan metástasis cuando las células tumorales invaden el 

sistema vascular o linfático y se desplazan a una zona distante donde se 

"siembran" y crecen. Se desconoce la importancia relativa de la invasión 

tumoral de los vasos existentes y el uso de nuevos vasos sanguíneos y 

linfáticos, pero hay pruebas que indican que la angiogénesis tiene su 

función en la propagación del tumor. Además, los vasos linfáticos tienen un 

papel importante en la propagación precoz del cáncer. Y los nódulos locales 

suelen ser el primer punto de metástasis. Estas observaciones sugieren 

que la función del VEGF favorecedora de angiogénesis y, de forma 

limitada, linfangiogénesis es probablemente importante para las 

metástasis tumorales, y están corroboradas por datos que vinculan los 

niveles del VEGF con la probabilidad de metástasis  

Aunque la angiogénesis tumoral se produce en todos los tumores a medida 

que crecen, la intensidad de la angiogénesis puede variar según los tipos de 

tumor e incluso entre individuos con el mismo tipo de tumor. Eberhard y 

cols. evaluaron la proliferación de células endoteliales en muestras de 

archivo de tumores humanos y descubrieron que la angiogénesis estaba 

presente en todos los tumores, pero con diferencias características y 

significativas entre los diferentes tipos de tumor102.  

Además, la intensidad de la angiogénesis dentro de cada grupo de 

tumores era diferente, teniendo algunos tumores muchos capilares en 

proliferación y otros muy pocos. 
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Se ha correlacionado un alto grado de vascularización con un mal 

pronóstico después de una terapia anticancerosa convencional103, lo que 

convierte a los pacientes con tumores muy vascularizados en candidatos 

lógicos para una terapia antiVEGF. Sin embargo, un bajo nivel de 

vascularización no significa necesariamente que el tumor sea menos 

sensible a la terapia anti-VEGF que los tumores más vascularizados104. Lo 

contrario puede ser cierto, siendo los tumores relativamente avasculares 

más dependientes de los vasos sanguíneos 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 rápido105.  

Existen diversos estudios realizados en distintos tipos de tumores que 

sugieren la existencia de una estrecha relación entre los niveles 

elevados de VEGF y un mal pronóstico. Entre los valores pronósticos que 

se han relacionado con la cantidad de VEGF, ya sea sérico o en el tumor, 

incluyen el tamaño tumoral, el grado, y la supervivencia libre de recaída 

o global. 

Existen algunos tipos de tumores, como los de mama, pulmón y colon-

rectal, en donde se han estudiado con detalle la correlación entre los 

niveles de VEGF y el pronóstico. 

El valor pronóstico de los niveles de VEGF en el cáncer de mama ha sido 

estudiado exhaustivamente, principalmente en pacientes con cáncer de 

mama primario. Varios estudios encontraron una correlación significativa 

entre los niveles elevados de VEGF y la supervivencia de pacientes con 

cáncer de mama. Además, 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 hormonal106. Sin embargo, otros estudios no han hallado una 

correlación entre los niveles de VEGF y la supervivencia global107.  

Recientemente también se ha demostrado que los niveles de VEGF-C y 

VEGF-D están significativamente relacionados con la supervivencia libre 

de recaida y global en pacientes con carcinomas de mama invasivos108. 

 

C. COX-2 

1. COX-2 Y LA ANGIOGÉNESIS TUMORAL  

Como ya hemos mencionado en varia ocasiones la hipoxia es uno de los 

mayores estimuladores angiogénicos. Además de los efectos señalados 

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 

síntesis de prostaglandinas; como es la conversión de ácido araquidónico a 

prostaglandina G2 introduciendo una molécula de oxigeno en el ácido 

araquidónico, que por acción de la peroxidasa lo transforma en 

prostaglandina H2(PG H2), ésta es químicamente muy inestable por lo q 

por lo que sufren una transformación enzimática, 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-1 y la COX-2. 

La COX-1 es una enzima limitante que se expresa en la membrana celular 

de la mayoría de los tejidos, y es la responsable de la síntesis de 

prostaglandinas en condiciones fisiológicas. 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 denominó COX-2. 

La COX-2 no se detecta en los tejidos en situaciones fisiológicas; sino 

que es inducida por los tejidos en respuesta a diversos cambios 

inflamatorios y hormonales. 

La COX-2 se produce en respuesta a varios estímulos extracelulares, 

como son: factores de crecimiento, citoquinas, carcinógenos, 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 sobreexpresión de COX-2 y altas concentraciones de prostaglandinas 

se han asociado con enfermedades inflamatorias crónicas como la artritis 

reumatoide y algunos tipos de neoplasias como: colon, cabeza y cuello, 

pulmón, vejiga, próstata, estómago y mama109.  

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 sobreexpresión de 

COX-2 inhibia la apoptosis y elevaba los niveles de bcl-2110. 

- Incrementa la angiogenesis. 

- Aumenta la invisibilidad tumoral, ya que estimula la producción de 

metaloproteinasas de membrana de tipo 1 y 2. 

- Modula la inflamación y la inmunosupresión. 

- Convierte procarcinógenos en carcinógenos111. 

 

La expresión del gen de la COX-2 en las células endoteliales está 

regulada fundamentalmente por la hipoxia. La hipoxia, como ya hemos 
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mencionado anteriormente, es el principal estímulo angiogénico e induce la 

expresión de factores proangiogénicos como VEGF, iNOS, IL-6 e IL-8. 

Las prostaglandinas producidas por la COX-2 pueden producir un 

incremento del factor básico de crecimiento de fibroblastos, induciendo 

la angiogénesis. 

Además, existen varios artículos que describen que las prostaglandinas 

pueden regular la expresión de VEGF y demuestran la importante relación 

entre la actividad de la COX-2 y VEGF en la estimulación de la 

angiogénesis tumoral111. Las prostaglandinas aumentan la expresión de IL-

6 que regula la síntesis de VEGF, produciéndose así un feed-back 

proangiogénico positivo. 

Además, se ha publicado que la liberación de prostaciclina puede 

incrementarse cuando las células endoteliales están 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 liberación y activación de factores 

proangiogénicos. 

2.- Aumenta la producción de eicosanoides como TXA2, PGI2 y PGE2 que 

estimulan directamente la migración de las células endoteliales y la 

angiogénesis. 

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

regula” las proteinas antiapoptóticas bcl-2 y/o Akt113. 
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2. COX-2 COMO FACTOR PRONÓSTICO 

Desde que se conocieron los efectos angiogénicos de la COX-2, diversos 

autores han estudiado su implicación en distintas neoplasias, intentando 

valorar su utilidad como factor pronóstico. 

La COX-2 se ha valorado en neoplasias de múltiples localizaciones, Gallo y 

cols. demostraron que en los tumores de cabeza y cuello existia una 

correlación significativa entre los niveles de COX-2 y la vascularización 

tumoral (p‹ 0.0001) y la densidad de microvasos (p‹0.007) y con el 

VEGF114.  

Asímismo, Uefuji y cols. estudiando los adenocarcinomas gástricos 

hallaron una correlación positiva entre los niveles de COX-2 en las células 

neoplásicas y la densidad de microvasos, en estos casos la sobreexpresión 

de COX-2 se relacionaba con niveles elevados de prostaglandinas E2 que 

se encontraba en la mucosa gástrica115.  

Se han estudiado ambas isoformas de COX (COX-1 y COX-2) en 

elementos tumorales. Específicamente en la mama, hay que reseñar un 

estudio realizado por Denker con 221 neoplasias mamarias, en los cuales 

se analizaron tanto COX-1 como COX-2, para intentar establecer su 

relación como factores pronósticos. Su primer resultado que obtuvieron 

fue que la isoforma relacionada con el pronóstico era la COX-2. Además 

consiguieron establecer relaciones estadísticamente significativas de la 

COX-2 con factores pronósticos conocidos como: tamaño tumoral 

(p‹0.0005), afectación ganglionar (p‹0.0005), invasión vascular (p=0.03), 

RE negativos (p=0.04) y pobre diferenciación (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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preneoplásicas, en carcinomas in situ, así como en carcinomas infiltrantes 

mamarios. 

Half y cols. demostraron que en el componente in situ próximo a la 

neoplasia invasiva se detectaban niveles más elevados de COX-2 que en el 

propio componente infiltrante, sugiriendo que la expresión de COX-2 

podría tener un papel importante, al ser un evento precoz en la 

carcinogénesis mamaria117.  

Otros estudios realizados, valoran la presencia de COX-2 tanto en la 

células neoplásicas como en el epitelio normal, para así llegar a conocer el 

mecanismo de actuación de la COX-2. Estos autores observaron que en 

las células no neoplásicas cercanas a las tumorales existía sobreexpresión 

de COX-2, pero esta sobreexpresión no se observaba en las células no 

tumorales distantes al tumor, surgiendo así la posibilidad de que COX-2 

presentara un efecto paracrino en la angiogenesis tumoral. Además se 

podría correlacionar los niveles de COX-2 en estas células con el 

posterior riesgo de convertirse en neoplásicas118.   

Los niveles de prostaglandinas segregados por la activación de la COX-2 

en las células neoplásicas ejercen como moduladores positivos para la 

angiogénesis y el crecimiento tumoral. 

Existen numerosos artículos que relacionan la presencia de COX-2 en 

neoplasias mamarias y la correlacionan con factores pronósticos ya 

conocidos, en esta línea un grupo de investigadores dirigidos por Jeong 

Yum Shim estudiaron 64 neoplasias mamarias, en las que valoraron la 

COX-2 y su relación con factores pronósticos clinicopatológicos como: 

tamaño, afectación ganglionar, estadiaje, receptores de estrógenos y 

progesterona, grado histológico y nuclear. Encontraron positividad para 

COX-2 en el 72% de los carcinomas. Además observaron que existía 
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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 ejercería un 

efecto paracrino sobre las células tumorales. Además, al igual que Soslow, 

piensan que sobre las células epiteliales cercanas a estas células 

estromales puede asentar una posterior neoplasia119.  

Sin embargo, no todos los estudios demuestran positividad para COX-2 

en las células peritumorales. Ristimaki, analizando el significado 

pronóstico de COX-2 en carcinomas mamarios, observó solo positividad 

de COX-2 en las células neoplásicas, las células estromales adyacentes no 

presentaban tinción y si lo hacían era débilmente120.  

Similares resultados obtuvieron Costa y cols. al valorar la COX-2 en los 

carcinomas mamarios, no observaron tinción en las células estromales ni 

en las endoteliales, en contraposición a la fuerte tinción que presentaban 

las células neoplásicas109.  

De este modo seria difícil explicar que la expresión de COX-2 en las 

células tumorales se relacione con el incremento en la proliferación de las 

células endoteliales. 

Las prostaglandinas presentan propiedades vasoactivas y mitógenas, 

siendo mediadores importantes en el incremento de la permeabilidad 

vascular en diversos órganos, como por ejemplo, el endometrio121.  

Algunos autores como Parret y Rolland demostraron el importante papel 

de las prostaglandinas y de la COX-2 en la capacidad de invasión de los 

tumores mamarios122.  

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 glándula mamaria, la PGE2 

derivada de la COX-2 puede: 

- Estimular la proliferación y la angiogénesis. 

- Aumentar la invasibilidad  

- Protege a las células de la apoptosis  

- Modula la inmunosupresión 

La PGE2 solo estimula la proliferación de las células epiteliales mamarias 

en presencia de EGF. 

La PGE2 derivada de la COX-2 puede modular la proliferación celular 

indirectamente, estimulando la síntesis de estrógenos en el tejido 

mamario. 

Los niveles elevados de prostaglandinas estimulan a la aromatasa que es 

una enzima citocromo p450 que cataliza la producción de estrógenos. 

La PGE2 puede estimular la progresión tumoral por mecanismos 

indirectos, ya que suprime a las células inmunes antitumorales. La PGE2 

suprime la actividad antitumoral de las células natural killer y 

macrófagos, y actúa sobre la capacidad de los linfocitos T de producir 

citoquinas Th1 (factor de necrosis tumoral-α, interferon, IL-2)123.  

 

D. PAPEL DE LOS MACRÓFAGOS EN LA ANGIOGÉNESIS 

En muchos cánceres humanos, la abundancia de macrófagos en el 

microambiente tumoral se correlaciona con mal pronóstico. La evidencia 

experimental de la relación causal entre los macrófagos y el pronóstico 

procede de modelos de ratón de cáncer de mama en los que la ablación 

genética de los macrófagos dio lugar a la disminución de la progresión 

tumoral y las metástasis.  
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Los macrófagos son reclutados al frente invasivo mediante factores 

quimiotácticos derivados del tumor. Los macrófagos mejoran la migración 

de células tumorales y la invasión a través de la secreción de factores 

quimiotácticos y quimiocinas como el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF). También promueven la angiogénesis mediante la síntesis de 

factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial 

(VEGF), y la remodelación de la matriz extracelular y, en particular, la 

regulación de la fibrinogénesis de colágeno. 

Experimentalmente, se ha demostrado que la ablación genética de los 

macrófagos en ratones del modelo PYMT de cáncer de mama, se traduce 

en una menor tasa de progresión del tumor y una inhibición considerable 

de la metástasis,  y que este proceso implica, en parte, la síntesis de los 

macrófagos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF)124. 

 

Los estudios clínicos han tratado de identificar las correlaciones entre la 

densidad de macrófagos y el pronóstico. Una revisión reciente de Bingle y 

cols.125, usando un meta-análisis, mostró que en más del 80% de los casos, 

un aumento de la densidad de macrófagos se asocia con mal pronóstico, y 

el 20% restante se dividió entre los que no tienen efecto y los que tienen 

buen pronóstico. 

 

E.CUANTIFICACION DE LA ANGIOGÉNESIS 

La cuantificación y densidad de la angiogénesis en una gran variedad de 

neoplasias malignas ha sido estudiada con el objetivo de predecir el 

comportamiento biológico y pronóstico de las mismas. Varios estudios 

señalan que un alto grado de angiogénesis (aumento del número de vasos y 
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mayor densidad vascular) está asociado con un incremento de la 

proliferación celular, mayor riesgo de metástasis, recurrencia y peor 

pronóstico en pacientes con cáncer de mama, colon-rectal, próstata, 

vejiga, neuroblastoma, ovario, gastrointestinal, glándulas salivales, 

gliomas cerebrales, etc. De igual forma el estudio de factores 

angiogénicos favorecedores en varios tipos de neoplasias malignas se ha 

correlacionado con parámetros clínico patológicos, reportándose su 

expresión como índice de pronóstico desfavorable en las mismas. 

Existen varios métodos para la cuantificación de la angiogénesis, la más 

utilizada es la valoración de  la densidad de microvasos. La identificación 

de microvasos se realiza en secciones histológicas, a través de la 

microscopia óptica. Para identificar los microvasos se utilizan marcadores 

inmunohistoquímicos que permitan determinar las estructuras vasculares, 

con lo que se consigue resaltar los vasos al diferenciarlos del resto del 

tejido. Dichos marcadores inmunohistoquímicos 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 antígeno relacionado con el factor VIII, es una proteína 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 agregación plaquetaria. 

Otros anticuerpos utilizados son los dirigidos hacia el CD 31 (molécula de 

adhesión celular endotelial o PECAM) y el CD 34 (antígeno glicoproteico 

de superficie de célula progenitora del sistema hematopoyético humano). 

El CD 31 es un glicoproteína de membrana de 130 Kd, que forma parte de 

las moléculas de adhesión 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. Además, de en las células 

endoteliales también se expresa en las plaquetas y algunos leucocitos. 

Tiene un papel importante en la adhesión leucocitaria al endotelio y en 

especial en la transmigración leucocitaria al mismo. 

El CD 34 es un antígeno de diferenciación leucocitaria que se expresa en 

las células madres hematopoyéticas y, fundamentalmente en el endotelio 

vascular; es una proteína transmenbrana de cadena única de 110 Kd que se 

encuentra asociada a microprocesos endoteliales de los brotes 

vasculares, interviniendo en la adhesión celular y migración126.  

También se valoró la utilidad de la endoglina (CD 105) en el estudio de los 

neovasos. La endoglina es una proteína de membrana de180 Kd, cuyo gen 

está localizado en el cromosoma 9q34. La endoglina está presente en 

células endoteliales, macrófagos y algunos tipos de fibroblastos, y forma 

parte del sistema de receptores de membrana de TGF-beta. . Desde que 

el grupo de Letarte descubrió al CD 105 se le han relacionado con 

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

El CD 105 tiene un importante papel en la angiogénesis. Estudios como los 

de  Wang, Kumar demuestran que existe una sobreexpresión de CD 105 

en las células endoteliales tumorales, si lo comparamos con las células 

endoteliales de los tejidos sanos127.  

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 diagnóstico 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 linfático, y además, hay 

veces que no tiñe parte de los endotelios capilares de tejidos 

tumorales128.  

El problema que plantea en anticuerpo anti CD 31 para la cuantificación 

de la densidad de microvasos es que puede presentar reacciones 

cruzadas con fibroblastos, células plasmáticas y mielomonocíticas, esto 

podría inducir falsas señales en la cuantificación, considerando como 

positivas células que no lo serían. Este problema puede solucionarse 

basandonos en el diferente aspecto morfológico. 

El anticuerpo anti CD 34 también marca las estructuras linfáticas, por lo 

que nos podria llevar a un error en la cuantificación de auténticos vasos 

neoformados. Además puede tener reacción cruzada con fibroblastos. 

Aunque algunos estudios, como el realizado por Martín L y cols. en 1995, 

sugirieron que el anti CD 34 era el anticuerpo más reproducible y seguro 

en análisis de rutina129; la mayoría 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 superior130. 

Un anticuerpo bastante estudiado es el CD 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 correlación significativa 

entre la DMV y el tiempo libre de enfermedad cuando utilizaron anti CD 

105; y no existía esa correlación cuando para determinar la densidad de 
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microvasos usaron marcadores pan-endoteliales como CD 34131. Otros 

autores obtuvieron resultados similares en carcinomas no microciticos de 

pulmón 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 más 

sensible en la evaluación de la angiogénesis para dichos tumores132.   

 

Métodos para la cuantificación de la densidad de microvasos 

intratumorales 

Existen diversos métodos para la cuantificación de microvasos 

intratumorales descritos en la literatura, entre los que caben destacar: 

- Método de Weidner y cols.. 

- Graduación de la densidad de microvasos 

- Método de Chalkey. 

- Análisis computerizado de imágenes. 

 

1. MÉTODO DE WEIDNER 

Weidner planteo realizar un recuento de vasos sanguíneos en áreas 

calientes o “hot spots”, que son zonas del tumor que presentan una mayor 

cantidad de neovascularización. La necesidad de seleccionar estas áreas 

se debe a la heterogenicidad tumoral en los cortes histológicos. El 

proceso para el contaje de la microvasculatura tumoral tiene varias 

fases: 

- Hay que valorar todas las secciones teñidas 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 inmunotinción. 
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- Inmunotinción de la sección con un marcador endotelial para poder 

determinar la DMV (p. ej: anti-F VIII, anti-CD31, antiCD34, etc). 

- Escanear las secciones inmunoteñidas con microscopía óptica a baja 

magnificación (10-100x) para seleccionar las áreas "hot spot". 

- Realizar a mayor aumento (200x, que corresponde a un tamaño de 

campo de 0.74mm) recuento de todos los vasos contenidos en esas áreas 

"hot spot".  

De acuerdo con Weidner 1991133, cualquier célula endotelial 

individualmente inmunoteñida, o grupo de células que puedan claramente 

separarse de microvasos adyacentes, células tumorales 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. 

 

Graduación de DMV: 

Consiste en una determinación semi cuantitativa de la densidad 

microvascular, trasladando los valores continuos de DMV a valores 

categóricos en una escala de tres grupos (+1 a +3), lo que resulta más 

fácil y rápido, pero inevitablemente conlleva pérdida de información. 

Diversos estudios han encontrado una correlación positiva entre la 

determinación de DMV por métodos cuantitativos y semicuantitativos y 

comprobado que ambos eran predictores estadísticamente 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 cáncer de mama comparando su determinación por CIAS 



 

49 
 

(análisis computarizado de imagen) y con gradiente semicuantitativo, 

encontrando una amplia correlación en cuanto al área luminal, y una menor 

correlación con el perímetro y el número de vasos, sugeriendo que el 

investigador cuando realiza el gradiente se guía fundamentalmente por el 

área total de vascularización tumoral más que por el número de 

microvasos considerados aisladamente136. 

 

2. MÉTODO DE CHALKEY (Chalkley H 1943) 

El recuento según el método de Chalkey fue introducido por Chalkley H 

1943. Este método también implica escanear el tumor, a baja 

magnificación para identificar las áreas que dan la impresión de contener 

el máximo número de microvasos. Es un método reconocido por el Comité 

Internacional para la valoración de la angiogénesis de tumores sólidos. 

Este método consiste en una rejilla que contiene 25 puntos distribuidos 

al azar que se coloca sobre el ocular del microscopio. La cuantificación 

vascular en las áreas de tumor se efectúa en los cortes seleccionados y 

teñidos 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 tumor y se 

localizan tras barrido a bajo aumento (10X). 

Con la rejilla de Chalkey y realizando una rotación del ocular se hace 

coincidir el máximo de puntos con los vasos teñidos con el anticuerpo 

seleccionado, efectuando el contaje de positividad de imnunotinción 

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 cáncer de mama encontraron 

una significativa correlación entre los métodos de Weidner y Chalkley136.   

Ambos métodos, en el estudio de Fox en cáncer de mama y en el de 

Dickinson AL 1994 en cáncer de vejiga, proporcionaban información 

pronóstica independiente136,137. 

Gasparini G y cols. en 1996, en un estudio multicéntrico, encontraron que 

en el análisis multivariante el score Chalkley poseía una gran significación 

como predictor independiente de resultados. Este estudio sugiere la 

validez del uso del método Chalkley para comparar las determinaciones de 

angiogénesis con intención pronóstica entre distintos centros138. Sin 

embargo, con este método sigue siendo necesario realizar el paso más 

observador-dependiente, la selección de las áreas "hot spot". 

 

3. ANÁLISIS COMPUTERIZADO DE IMÁGEN (ClAS) 

Desde finales de la década de los 70 y principios de los 80 el estudio 

anatomopatológico se ha visto enriquecido por la aparición de métodos 

que permiten objetivar y cuantificar características morfológicas 

celulares. Dentro de estas nuevas técnicas se incluyen: morfometria, 

citofotometria, citofluorometria de flujo y el análisis de imagen; las 

cuales permiten medir lo que hasta ese momento sólo podía valorarse 

comparativamente, permitiendo transformar la patología cualitativa 

tradicional en patología cuantitativa. 

El análisis computarizado de imágenes supone un intento de evitar la 

influencia de factores subjetivos, agilizar los estudios y mejorar la 

fiabilidad. 

CIAS proporciona información adicional de la morfología de la 

vascularización tumoral. La mayoría de los estudios parecen indicar que el 
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área vascular media (AVM) y perímetro vascular medio (PVM) son un 

reflejo cuantitativo del grado de eventos fisiopatológicos implicados en la 

angiogénesis de los tumores en progresión. La integración de DMV, AVM y 

PVM, con información del estado de actividad del endotelio tumoral, 

puede proporcionar una valoración más dinámica del comportamiento 

vascular de los tumores139,140. 

El CIAS puede ser introducido como el método más objetivo para la 

cuantificación de microvasos y eventualmente para realizar selección 

automática de las áreas "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 análisis de imagen, escaneando la sección tumoral entera para la 

identificación automática de las zonas "hot spot" y así realizar un contaje 

microvascular más objetivo, solventando el problema de la subjetividad en 

la determinación de las áreas "hot spots"141,142.  

Aparte del contaje microvascular, la determinación de la medida de la 

proliferación de células endoteliales (ECP) y del recubrimiento pericítico 

reflejan el estado funcional del lecho microvascular. 

 

Proliferación de células endoteliales (ECP): 

Esta técnica permite la determinación simultánea de células endoteliales 

y células tumorales proliferantes (TCP) mediante doble irnmunomarcaje 

con anticuerpos directos frente a las células endoteliales y células 

tumorales proliferantes. La razón TCP/ECP refleja ampliamente el grado 

de crecimiento tumoral angiogénico independiente. Así, ECP puede ser de 

interés a la hora de seleccionar los tumores para la aplicación de 
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esquemas de tratamiento que inhiben el crecimiento de los vasos 

sanguíneos. 

 

Porcentaje de recubrimiento pericítico: 

Eberhard y cols102, midieron los índices de recubrimiento de los 

microvasos por los pericitos en seis tipos distintos de tumores malignos 

en humanos mediante marcaje simultáneo de las células endoteliales (anti 

CD34 o anti-v-vWF) y de las células musculares (antialfa-actina músculo 

liso), y observaron índices muy dispares entre los distintos tumores p. ej, 

del 10% en glioblastomas (valor medio), hasta un 70% en cáncer de colon 

y un 60% en el corpus rubrum del ovario (una fase de alta actividad 

angiogénica fisiológica dentro del desarrollo folicular). Encontrando pues, 

una aparente ausencia de correlación entre la fracción de proliferación 

de células endoteliales y bajos índices de cobertura de pericitos, 

probablemente basada en las diferencias pre-existentes en cuanto a los 

índices de cobertura de pericitos en los tejidos normales circundantes de 

los distintos tipos de tumores.  

Así, los datos de cobertura pericítica deben sólo ser interpretados 

manteniendo en mente los índices de cobertura del correspondiente 

parénquima normal102. 

El remodelado de los vasos sanguíneos de la retina es sólo posible en la 

vida postnatal en ausencia de cobertura pericítica143. Esta observación 

tiene importantes implicaciones para el tratamiento anti-angiogénico.  

Benjamin y cols, han comprobado que la ablación androgénica de los 

tumores de próstata conduce a una disminución de los niveles de VEGF 

dentro del tumor, induciendo selectiva regresión de los microvasos que no 

poseían cobertura pericítica144.  



 

53 
 

Así, se puede concluir que parámetros de maduración de los vasos 

sanguíneos pueden predecir la eficacia de un tratamiento anti-VEGF a la 

hora de reducir la masa tumoral en pacientes considerados 

individualmente. 

 

4. MÉTODOS COMPLEMENTARIOS 

Entre los métodos complementarios para determinar el potencial 

angiogénico de los tumores disponemos de : 

- Marcadores histopatológicos sustitutivos de la actividad angiogénica 

de los tumores: 

+ Focos de fibrosis: 

Un foco de fibrosis es definido como un área 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 esclerótico 

que se expande radialmente y que consta de sueltas, densas, o hialinas 

bandas de colágeno, y un número variable de fibroblastos. El tejido 

elástico puede ser muy abundante. Los focos de fibrosis más pequeños de 

3 mm de diámetro no suelen contener células tumorales, mientras que los 

mayores algunas veces. En el cáncer de mama la presencia de un foco de 

fibrosis se ha visto que predice alta densidad microvascular y una alta 

fracción de células endoteliales proliferantes145 y, aunque se requieren 

estudios confirmatorios, parece que la presencia de un foco de fibrosis 

está significativamente asociada con recaída precoz a distancia en 

pacientes con cáncer de mama146.   
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 + Patrón de crecimiento de los tumores 

Distinguimos entre patrón infiltrativo y expansivo. Se han visto que los 

distintos patrones de crecimiento presentan distintos perfiles 

angiogénicos146,147,148. 

Otro marcador inmunohistoquímico de grado de crecimiento tumoral 

dependiente de angiogénesis es la expresión del factor inducible por la 

hipoxia HIF-1149.  

- 0tros marcadores sustitutivos de la actividad angiogénica de los 

tumores: 

La principal desventaja de los marcadores sustitutivos histológicos es la 

inherente inter-observador variabilidad. Otros acercamientos más 

objetivos pueden ser: 

- Cuantificación por citometría de flujo de las células endoteliales 

circulantes150.  

- Cuantificación de la expresión de factores angiogénicos en los 

tejidos: 

En diversos estudios se ha visto que la expresión de altos niveles de 

VEGF en tejidos tumorales se asocia significativamente a pobre 

pronóstico y pobre beneficio del tratamiento adyuvante 

convencional151,152,153.  

- Determinación de niveles circulantes de factores angiogénicos: 

Como la mayoría de los factores angiogénicos son péptidos solubles y 

difusibles, los niveles circulantes de factores angiogénicos deberían 

teóricamente reflejar la actividad angiogénica del tumor. Su 

determinación tiene potenciales ventajas comparado con la evaluación de 

la actividad angiogénica en los tejidos tumorales154.  
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Determinación de los niveles circulantes VEGF: 

Los estudios en los cánceres gastrointestinales han indicado 

consistentemente el valor pronóstico de los niveles circulantes de VEGF. 

El cáncer colorrectal ha sido el más ampliamente estudiado en este 

sentido155.    

Con muy pocas excepciones, los estudios realizados de los niveles 

circulantes de VEGF en los distintos cánceres muestran una correlación 

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 estandarización de la fase pre-analítica. 
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II. PLANTEAMIENTO 

DEL TEMA 
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La angiogénesis es el proceso de creación de nuevos vasos a partir de 

otros preexistentes, que sucede tanto en condiciones fisiológicas como 

en algunas patologías. Particularmente, el cáncer precisa del proceso de 

angiogénesis para obtener los nutrientes necesarios para su crecimiento 

progresivo y también para la diseminación metastásica. 

 

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 biológica. 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 la 

formación de nuevos vasos (proangiogénicos) y los que se oponen a esta 

acción (antiangiogénicos). En las neoplasias se ha observado un 

incremento en la producción de factores angiogénicos por parte de las 

células tumorales. 

 

Entre los factores más 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 acción 

proangiogénica más determinante es llevada a cabo por VEGF-A, que 

comprende una variedad de  proteínas de 121, 145, 165, 189, y 206 

aminoácidos, de las que, en el tejido, VEGF165 es la isoforma 

predominante. VEGF-A, no sólo es secretado por las células tumorales, 

sino también por células del estroma tumoral, principalmente macrófagos 



 

58 
 

y fibroblastos. Estudios previos, han puesto de manifiesto la relación de 

secreción de VEGF con la densidad vascular y el valor pronóstico de VEGF  

en pacientes con neoplasias de diferentes orígenes. 

 

Relacionada con la angiogénesis, se encuentran además otros elementos 

involucradas en los procesos inflamatorios. La densidad del  infiltrado de 

macrófagos que acompaña al crecimiento neoplásico se ha relacionado con 

la progresión del mismo, probablemente a través de la secreción de 

citocinas y factores de crecimiento que favorecen la migración celular y 

la angiogéneisis. De igual forma, la sobreexpresión de COX-2, asociada 

con enfermedades inflamatorias crónicas y algunos tipos de neoplasias, 

muestra un efecto tumorigénico, que depende principalmente de su acción 

proangiogénica indirecta, a través de la inducción de secreción de 

factores angiogénicos. Su utilidad como factor pronóstico 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 secreción de VEGF-A por las 

células tumorales, la densidad de macrófagos, así como la expresión de 

COX-2, con los siguientes objetivos: 

- Averiguar la relevancia de la densidad vascular y la expresión de VEGF-

A, tanto por las células tumorales como por los macrófagos, en la 

diseminación a ganglios linfáticos, y su relación con otros factores 

pronósticos establecidos. 

- Conocer la expresión de COX-2 en los diferentes tipos y grados 

histológicos de carcinoma de mama y su relación con la existencia de 

metástasis ganglionares y otros factores pronósticos 
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- Establecer la influencia de la densidad de macrófagos en la presencia 

de afectación ganglionar y su relación con la densidad vascular y la 

secreción de VEGF-A y COX-2. 
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 III. MATERIAL Y  MÉTODOS 
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A.SELECCIÓN DEL MATERIAL 

De las biopsias recibidas por el Servicio de Anatomía Patológica del 

Hospital Universitario Virgen de la Victoria durante el periodo 

transcurrido entre 1999 y 2002, se seleccionaron aquellos casos 

correspondientes a patología mamaria. 

 

De los 428 casos revisados se seleccionaron 172 según los siguientes 

criterios. 

- Criterios de inclusión: 

a) Carcinomas de mama extirpados mediante mastectomía o 

tumorectomía. 

b) Primera neoplasia mamaria diagnosticada a la paciente. 

- Criterios de exclusión: 

a) Lesiones benignas o las de potencial biológico incierto. 

b) Aquellos casos en los que unicamente tuviésemos diagnóstico por 

biopsia con aguja gruesa, aún cuando el diagnóstico fuera de 

carcinoma infiltrante. 

c) Pacientes previamente intervenidas por carcinoma mamario. 

d) Tratamiento quimio y/o radioterápico previo a la cirugía. 

e) Sexo masculino. 

 

B.DATOS RECOGIDOS DE CADA CASO 

De los informes anatomopatológicos se obtuvieron los siguientes 

datos: 

+ Número de biopsia. 

+ Datos clínicos: edad. 

+ Tipo de intervención quirúrgica. 
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+ Diagnóstico anatomopatológico. 

 

C.ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO 

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

histopatológicos clásicos sobre el material de archivo:  

- Tipo de neoplasia, utilizando la clasificación de la OMS156.  

- Tamaño tumoral.  Se consideró como una variable continua y divido en 

dos grupos  menor y mayor o igual a 2 cm de diametro máximo 

postfijación según las recomendaciones del TNM157.  

- Grado histológico, utilizando la clasificación de Van Nuys para los 

carcinomas in situ158, y la clasificación de Nottingham modificada por 

Bloom- Richarson159 para los carcinomas infiltrantes. 

- Afectación ganglionar, valorando el número de ganglios afectados y el 

número de ganglios aislados. 

 

D.ESTUDIO INMUNOHISTOQUÍMICO 

La tinción inmunohistoquímica se realizó en un teñidor automático (DAKO 

TechMate Horizonte). Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: 

- Receptores de estrógenos: para su determinación utilizamos un 

anticuerpo monoclonal de ratón contra RE α, clona 1D5, prediluido, de 

DakoCytomation, SA, Barcelona. 

- Receptores de progesterona: utilizamos el anticuerpo monoclonal de 

ratón contra RP, clona 1A6, prediluido, de DakoCytomation, SA, 

Barcelona. 

- Oncoproteina p53: utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratón, 

clona D0-7, prediluido, de DakoCytomation, , SA, Barcelona, que tiñe 

tanto p53 natural como mutante. 
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- Oncoproteína c-erb-B2: para la detección inmunohistoquímica del c-

erb-B2 utilizamos el kit de farmacodiagnóstico  HerceptestTM 

(DakoCytomation, SA, Barcelona). 

- VEGF: para la cuantificación de VEGF utilizamos un anticuerpo 

monoclonal de ratón, clona C-1, SC7269, de Santa Cruz Biotecnology, 

Santa Cruz, CA, USA, que se corresponde con los aminoácidos 1-140 

de la molécula de VEGF humano. Para este anticuerpo se utilizó una 

dilución 1:900 y precisó de incubación overnight en una habitación a 

4ºC. 

- Ciclooxigenasa-2: para su detección inmunohistoquímica utilizamos un 

anticuerpo monoclonal de ratón, COX-2, diluido a 1:900,  de Cayman 

Chemical, Montigny le Bretonneux. 

- CD 68: Es un marcador histiocitario y para su determinación 

utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratón, clona KP1, prediluido,  de 

Dako Cytomation, SA, Barcelona. 

- CD31: para su determinación utilizamos un anticuerpo monoclonal de 

ratón, clona JC/70A, prediluido, de de Dako Cytomation, SA, 

Barcelona, las células marcadas por el anticuerpo muestran 

predominantemente tinción de la membrana celular, con una tinción 

más débil del citoplasma. 

  

Los cortes se desparafinaron con xilol e hidrataron en gradiente de 

alcoholes. La recuperación del epitopo se realizó por el método de la 

olla a presión con buffer de citrato de sodio 0.1mol/l (pH 6). La 

actividad de la peroxidasa endógena se bloqueó con peroxido de 

hidrógeno y para detectar el anticuerpo se utilizó la técnica de la 

estreptavidina-biotina inmunoperoxidasa (LASAB, Dako). Como control 

negativo se sustituyó el anticuerpo primario por un suero no inmune. 



 

64 
 

Como cromógeno se usó diaminobencidina y las preparaciones se 

contrastaron con hematoxilina., TechmateTM). 

 

E.VALORACIÓN DE LOS RESULTADOS  

Receptores de estrógenos (RE) y de progesterona (RP), para su 

valoración se consideró (figura 1): 

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

                               

              RE y RP negativos                          RE y RP positivos 

     Figura 1: Valoración de los receptores hormonales 

 

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

-  Negativa: cuando no se observa ninguna célula neoplásica con 
tinción nuclear. 
- Positiva menor del 20%: cuando la tinción es nuclear, cualquiera 
que fuese su intensidad, y se encuentra presente en un proporción 
inferior  al 20%. 
- Positiva mayor del 20%: cuando la tinción es nuclear, cualquiera 
que fuese su intensidad, y se encuentra presente en un proporción 
igual o superior al 20%. 
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           p53 negativo             p53 positivo  <20%          p53 positivo>20% 

                  Figura 2: Valoración inmunohistoquímica de p53     

 

La oncoproteína c-erbB-B2: Las células marcadas específicamente por 

este anticuerpo presentan un patrón de tinción limitado a la membrana 

celular, utilizando el siguiente criterio para su evaluación (figura 3): 

+ 0: Ausencia de tinción o existe en menos del 10%. 
+ 1: Tinción de membrana débil o incompleta en más del 10% de las 
células tumorales 
+ 2: Tinción de membrana débil o moderada y completa en más del 
10% de las células tumorales 
+ 3: Tinción de membrana fuerte y completa en más del 10% de las 
células tumorales. 
 

  

             c-erbB-2 0                                        c-erbB-2 1+ 
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               c-erbB-2 2+                                      c-erbB-2 3+ 

 Figura 3: Valoración inmunohistoquímica de c-erb-B2 

Los valores 0 y 1 fueron considerados negativos. 

Los valores 2 y 3 fueron considerados positivos. 

 

La expresión de VEGF se valoró, en las células tumorales, en el estroma y 

en los macrófagos, de 0 a 3+ (figura 4): 

0: ausencia de tinción 
1+: débil tinción 
2+: moderada tinción 
3+: tinción fuerte. 
 

    

               VEGF 0                                                VEGF 1+ 
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               VEGF 2+                                                 VEGF 3+ 

Figura 4: Valoración inmunohistoquímica de VEGF-A 

 

Se consideraron dos grupos: 

- Ausencia de tinción o tinción débil 

- Tinción moderada o intensa 

 

Ciclooxigenasa-2 (COX-2): Para la cuantificación de la COX-2 

utilizamos el método descrito Davies y col.160. La expresión de COX-2 fue 

evaluada de manera semicuantitativa valorando la intensidad de tinción 

citoplásmica, que puede ser (figura 5): 

- 0: Ausencia de tinción. 
- 1: débil tinción. 
- 2: moderada tinción. 
- 3: fuerte tinción. 

 

     

              C0X-2 valor 0                                         COX-2 valor 1+ 
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              COX-2 valor 2+                                       COX-2 valor 3+ 

  Figura 5: Valoración inmunohistoquímica de COX-2 

 

Además, se realiza una estimación 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 tinción, y el 

resultado se suma, obteniendo un valor que oscilará de 0 a 300. 

Considerándose: 

- Negativo: 0 a 100. 

- Positivo: 101 a 300. 

 

CD 68 presenta un patrón de tinción granular o difuso del citoplasma 

(figura 6). Hemos valorado el índice macrófagico, cuantificando las 

células que presentan tinción para CD68 en 5 campos consecutivos de 

gran aumento (400X), en áreas previamente identificadas como con alta 

densidad macrofágica. 
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                                  Figura 6: Tinción con CD 68. 

 

CD31 es una proteína transmembranal de tipo 1, de una sola cadena, de 

135 kDa, que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas. El CD31 

se expresa en todos los endotelios continuos, incluidos los de las arterias, 

arteriolas, vénulas, venas y capilares no sinusoidales. Gracias a esta 

tinción pudimos encontrar en nuestras preparaciones los neovasos 

tumorales formados durante la carcinogénesis. 

 

Cuantificación de neovasos tumorales asistido por ordenador (figura 7) 

Para el estudio de la densidad de microvasos se visualizaron los cortes 

seleccionados y teñidos con CD 31 (anticuerpo de específico). Se realiza 

un barrido a pequeño 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: Cuantificación de la densidad de microvasos. 

 

Para digitalizar las muestras se utilizó una cámara Polaroid I DMC y un 

objetivo macro. Se tomaron imágenes en color de 800x600 píxeles 

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 ocupó un área de 0.68mm2 y en ese campo 

se contabilizaron los vasos presentes (este sería un “hot spot”). Este 

proceso se repitió tres veces por cada caso. 

 

F.ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos fueron recogidos de manera tabulada en una base de 

datos diseñada en Microsoft Excel. El estudio estadístico posterior, se 

realizó con la aplicación  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 estadístico descriptivo básico. Las variables continuas 

se evaluaron por su valor numérico real, tomando como valores 

representativos la media aritmética y la desviación típica. 

Las variables nominales cualitativas, distribuidas en dos o más categorías 

según 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 tenía mayor 

significación estadística (p<0,05). 

Por último, se efectuó el análisis de supervivencia que incluyó:  

1. Tabla de supervivencia general, que nos permitió averiguar la 

probabilidad de que un paciente afectado de cáncer de mama 

sobreviviera a un tiempo t determinado, que en nuestro caso fueron 120 

meses divididos en periodos de 12 meses. 

2. Supervivencia según método de Kaplan-Meier, que permitió construir 

curvas en la que se describió la evolución del grupo de pacientes desde el 

principio hasta el final del estudio, con las proporciones de supervivencia 

para diferentes intervalos de tiempo. La comparación de las curvas de 

supervivencia de 2 o más grupos de pacientes, para comprobar si existían 

diferencias significativas entre ellas se realizó 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.ESTADÍSICA DESCRIPTIVA:

1. PARÁMETROS CLÍNIC

1.1. Tipo histológico

El tipo histológico más frecuente fue el carcinoma ductal, que pudo 

observarse hasta en el 64% de los casos, mientras que los 

mucinoso fueron los menos diagnosticados (3,5% y 4,1% respectivamente) 

(Figura 8 y Tabla 1). 

          Figura 8: Tipo histológico.

      

1.2. Tamaño 

El tamaño tumoral, expresado en centímetros, mostró un

de 2’3 cm, oscilando entre 0’3 y 10 

 

Variable

Tamaño

 

 

Ca. Ductal

Ca. Mucinoso

Ca. Papilar

A.ESTADÍSICA DESCRIPTIVA: 

1. PARÁMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS: 

Tipo histológico 

El tipo histológico más frecuente fue el carcinoma ductal, que pudo 

observarse hasta en el 64% de los casos, mientras que los 

mucinoso fueron los menos diagnosticados (3,5% y 4,1% respectivamente) 

 

Figura 8: Tipo histológico.               Tabla 1: Tipo histológico                                                                                           

                   

El tamaño tumoral, expresado en centímetros, mostró un

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

Variable Nº de casos Media D.T Rango 

Tamaño       172 2’31 1’40 0’30-10

Tabla 2: Tamaño tumoral 

Ca. Lobulillar

Ca. In situ

Variable 
Nº 

casos

Ca. ductal 110 

Ca. lobulillar 37 

Ca. mucinoso 7 

Ca. in situ 12 

Ca. papilar 6 

73 

El tipo histológico más 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) 

Tabla 1: Tipo histológico                                                                                           

El tamaño tumoral, expresado en centímetros, mostró un valor medio 

 

10 

Nº 

casos 

Porcentaje 

(%) 

 64’0 

 21’5 

 4’1 

 7’0 

 3’5 



 

 

Tamaño 

Menor de 2 cm.

Mayor o igual a 2 cm.

 

1.3. Grado histológico

El grado histológico, establecido como bajo, intermedio y alto grado, 

demostró que el mayor número de casos (81) le correspondía al grado 

intermedio mientras que los grados bajo y alto presentaron un número 

similar de casos (48 y 43, respectivamente) 

 

Figura 9: Distribución de la muestra según el grado histológico

 

1.4. Ganglios afectos

La proporción de casos fue muy similar entre los que presentaron ganglios 

afectos y ganglios libres de enfermedad, con un discreto mayor número 

de casos para el grupo con ganglios positivos 

estudiamos el número de ganglios afectos encon

ganglios, con un rango que osciló entre 1 y 28 

 

0,00%
5,00%

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

Bajo

27,90%

Nº de casos Porcentaje(%)

Menor de 2 cm.       100        58’1 

Mayor o igual a 2 cm.        72        41’9 

Tabla 3: Tamaño tumoral 

1.3. Grado histológico 

El grado histológico, establecido como bajo, intermedio y alto grado, 

demostró que el mayor número de casos (81) le correspondía al grado 

intermedio mientras que los grados bajo y alto presentaron un número 

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

Figura 9: Distribución de la muestra según el grado histológico

1.4. Ganglios afectos 

La proporción de casos fue muy similar entre los que presentaron ganglios 

afectos y ganglios libres de enfermedad, con un discreto mayor número 

de casos para el grupo con ganglios positivos (Figura 10).

estudiamos el número de ganglios afectos encontramos una media de  6’15 

ganglios, con un rango que osciló entre 1 y 28 (Tabla 4). 

Bajo Intermedio Alto

27,90%

47,10%

25%
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Porcentaje(%) 

 

 

El grado histológico, establecido como bajo, intermedio y alto grado, 

demostró que el mayor número de casos (81) le correspondía al grado 

intermedio mientras que los grados bajo y alto presentaron un número 

 

Figura 9: Distribución de la muestra según el grado histológico 

La proporción de casos fue muy similar entre los que presentaron ganglios 

afectos y ganglios libres de enfermedad, con un discreto mayor número 

(Figura 10). Cuando 

tramos una media de  6’15 

Grado



 

 

           Figura 10: Distribución de los casos según la afectación ganglionar

 

Variable 

Ganglios afectos

            Tabla 4: Distribución del número de ganglios afectos.

 

1.5. Receptores hormonales

De los 172 casos estudiados, 128 presentaron receptores de 

estrógenos positivos y 130 receptores de progesterona positivos. 

Mientras que, tan solo, 42 casos mostraron positividad para c

(Figura 11). 

 

Figura 11: Distribución de los casos según los 

c-erb-B2 
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74%
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Figura 10: Distribución de los casos según la afectación ganglionar

Nº de casos Media D.T Rango

Ganglios afectos      78  6’15  6’22  

Tabla 4: Distribución del número de ganglios afectos.

1.5. Receptores hormonales 

De los 172 casos estudiados, 128 presentaron receptores de 

estrógenos positivos y 130 receptores de progesterona positivos. 

Mientras que, tan solo, 42 casos mostraron positividad para c

Figura 11: Distribución de los casos según los receptores hormonales y 

54,70%

Afectación ganglionar No afectación ganglionar

RP c-erb-B2

75,6%

24,4%25% 24,4%

75,6%

75 

 

Figura 10: Distribución de los casos según la afectación ganglionar 

Rango 

 1-28 

Tabla 4: Distribución del número de ganglios afectos. 

De los 172 casos estudiados, 128 presentaron receptores de 

estrógenos positivos y 130 receptores de progesterona positivos. 

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

 

receptores hormonales y 

Positivo

Negativo



 

 

1.6.Expresión de p53

La expresión de p53 fue preferentemente negativa (71,5% de los casos), 

mientras que en los casos positivos la distribución fue similar entre los 

que presentaban tinción inferior (12,2%) o superior (16,3%) al 

células (Tabla 5). 

p53 

Negativo

Positivo <2

Positivo >2

 

2. PARÁMETROS RELACIONADOS CON LA A

2.1. Expresión de VEGF en células tumorales y células 

Cuando se valoró la expresión de VEGF en las células tumorales se 

observaron frecuencias similares entre los casos con tinción débil o 

ausente y tinción moderada o intensa. Pero cuando dicha expresión se 

estudió en los macrófagos peritumorales

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

Figura 12: Expresión de VEGF en células tumorales y macrófagos
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1.6.Expresión de p53 

La expresión de p53 fue preferentemente negativa (71,5% de los casos), 

mientras que en los casos positivos la distribución fue similar entre los 

que presentaban tinción inferior (12,2%) o superior (16,3%) al 

Nº de casos Porcentaje(%)

Negativo       123        71’5 

Positivo <20%        21        12’2 

Positivo >20%        28        16’3 

Tabla 5: Distribución p53 

ELACIONADOS CON LA ANGIOGÉNESIS

2.1. Expresión de VEGF en células tumorales y células macrofágicas

Cuando se valoró la expresión de VEGF en las células tumorales se 

observaron frecuencias similares entre los casos con tinción débil o 

ausente y tinción moderada o intensa. Pero cuando dicha expresión se 

estudió en los macrófagos peritumorales se pudo constatar que la mayor 

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

Figura 12: Expresión de VEGF en células tumorales y macrófagos

VEGF tumoral VEGF macrofágico

76,7%

44,2% 23,3%
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La expresión de p53 fue preferentemente negativa (71,5% de los casos), 

mientras que en los casos positivos la distribución fue similar entre los 

que presentaban tinción inferior (12,2%) o superior (16,3%) al 20% de las 

rcentaje(%) 

NGIOGÉNESIS 

macrofágicas 

Cuando se valoró la expresión de VEGF en las células tumorales se 

observaron frecuencias similares entre los casos con tinción débil o 

ausente y tinción moderada o intensa. Pero cuando dicha expresión se 

se pudo constatar que la mayor 

(Figura 12). 

Figura 12: Expresión de VEGF en células tumorales y macrófagos 

Ausencia de tinción

Intensa tinción
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2.2. Densidad de microvasos 

La densidad de microvasos, cuantificada en las tres áreas peritumorales 

de mayor densidad, mostró una media de 16’65 vasos (desviación típica de 

8,3) (Tabla 6).  

 

Variable Nº de casos Media D.T Rango 

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

Tabla 6: Distribución según la densidad de microvasos 

 

2.3. Expresión de COX-2 

Los niveles de COX-2 oscilaron entre 0 y 300, dividiéndose en dos 

grupos, siendo discretamente más elevado el grupo considerado como 

negativo (Tabla 7) 

 

COX-2 Nº de casos Porcentaje (%) 

Negativo (0-100)       90        52’3 

Positivo (101-300)        82        47’7 

Tabla 7: Expresión de COX-2 

 

3. EXPRESIÓN DE CD68 

Al valorar el índice macrofágico, cuantificando células teñidas con CD68 

en cinco campos de gran aumento, se observó una media de 59’98 

macrófagos, con un rango de entre 0 y 404 (Tabla 8). 

 

Variable Nº de casos Media Desviación típica Rango 

CD 68 172 59’98 60’345 0-404 

     Tabla 8: Distribución según CD 68 
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B.ESTADÍSTICA ANALÍTICA 

1. RELACIÓN DEL VEGF EN CÉLULAS TUMORALES CON FACTORES      

HISTOPATOLÓGICOS 

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

Al valorar el tamaño de las neoplasias estudiadas y los niveles de VEGF 

tumoral, vemos que éstos se correlacionan de manera inversa; aquellos 

casos con ausencia o tinción débil para VEGF tumoral presentan un 

tamaño tumoral mayor que aquellos con tinción moderada o intensa, siendo 

este resultado estadísticamente significativo (Tabla 9).  

 

 

Tamaño 

tumoral 

(cm) 

VEGF en células 

tumorales 

Nº 

casos 
Media D.T Sig. 

Ausencia/Tinción débil 96 2’61 1’55  

p=0’002 Tinción moderada/Intensa 76 1’92 1’92 

Tabla 9: Relación de VEGF en células tumorales y el tamaño tumoral. 

 

1.2 VEGF en las células tumorales y el tipo histológico 

Hemos constatado que, en los carcinomas ductales y los carcinomas in 

situ no se observan grandes diferencias en la expresión de VEGF en las 

células tumorales. Sin embargo, los carcinomas lobulillares presentaban, 

hasta en el 67,6% de los casos, tinción débil o ausente, mientras que los 

carcinomas papilares y los mucinosos mostraban, preferentemente, 

tinción moderada o intensa en el 83,3% y el 85,7% de los casos, 

respectivamente (p=0,03) (Tabla 10). 
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VEGF en células 

tumorales 

Nº de casos (%) Sig. 

Ca.ductal 
Carcinoma 

lobulillar 

Carcinoma 

mucinoso 

Ca.in 

situ 
Ca.papilar 

 

 

p=0’03 
Ausencia/Tinción débil 62(56’4) 25(67’6) 1(14’3) 7(58’3) 1(16’7) 

Tinción 

moderada/Intensa 
48(43’6) 12(32’4) 6(85’7) 5(41’7) 5(83’3) 

Tabla 10: Relación de VEGF en células tumorales y el tipo histológico. 

 

1.3 VEGF en las células tumorales y el grado histológico 

Al estudiar la relación entre el VEGF tumoral y el grado histológico de la 

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

 

 

VEGF en células tumorales 

Nº de casos (%) Sig. 

Bajo grado 
Grado 

intermedio 
Alto grado 

 

p=0’54 Ausencia/Tinción débil 22 (45’8) 53 (65’4) 21 (48’8) 

Tinción moderada/Intensa 26 (54’2) 28 (34’6) 22 (51’2) 

Tabla 11: Relación del VEGF en células tumorales con el grado histológico. 

 

1.4 VEGF en las células tumorales y afectación ganglionar 

En la relación entre la afectación ganglionar y el nivel de expresión de 

VEGF en las células tumorales hemos podido observar que, en los casos 

con afectación ganglionar, hasta el 69,2% de los casos presentaban una 

tinción débil o ausente (p= 0,002), mientras que los casos sin afectación 

ganglionar no mostraron diferencias significativas en dicha expresión 

(Tabla 12). 
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VEGF en células 

tumorales 

                           Nº de casos (%) Sig. 

Sin afectación 

ganglionar 

Con afectación 

ganglionar 
 

p=0’002 
Ausencia/Tinción débil 42 (44’7) 54 (69’2) 

Tinción 

moderada/Intensa 
52 (55’3) 24 (30’8) 

Tabla 12: VEGF en las células tumorales y afectación ganglionar 

 

Al estudiar el número de ganglios afectos y compararlos con la expresión 

de VEGF en las células tumorales, vemos que la expresión de VEGF 

tumoral es independiente del número de ganglios metastásicos (Tabla 13). 

 

 

Ganglios 

afectos 

VEGF en células 

tumorales 

Nº de 

casos 
Media DT Sig. 

Ausencia/Tinción 

débil 
54 6’17 6’83  

p=0’26 

 
Tinción 

moderada/intensa 
24 6’13 4’68 

Tabla 13: VEGF en las células tumorales y nº de ganglios afectos 

 

2. RELACIÓN DE VEGF EN CÉLULAS TUMORALES CON LA 

EXPRESIÓN DE MARCADORES INMUNOHISTOQUÍMICOS 

2.1 VEGF en las células tumorales y los receptores hormonales 

Al cuantificar el VEGF en las células tumorales y relacionarlos con la 

expresión de receptores hormonales, hemos observado que los casos con 

tinción de VEGF débil o ausente eran preferentemente RE positivos 

(58,6%), mientras que los casos con tinción moderada o intensa de VEGF 

eran con mayor frecuencia RE negativos (52,3%). Esta diferencia alcanza 
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valores con significación estadística (p= 0,03) al comparar la expresión de 

VEGF en las células tumorales con la expresión de los receptores de 

progesterona,  siendo mayoritariamente moderada o intensa en los casos 

con RP negativos (57,1%) y ausente o débil en los casos  con RP positivos 

(Tabla 14). 

 

 

VEGF en células 

tumorales 

Nº de casos (%) Sig Nº de casos (%) Sig. 

RE 

positivos 

RE 

negativos  

 

p=0’21 

 

RP 

positivos 

RP 

negativos 

 

p=0’03 

Ausencia/Tinción 

débil 
75 (58’6) 21 (47’7) 78 (60) 18 (42’9) 

Tinción 

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

Tabla 14: VEGF en las células tumorales y receptores hormonales 

  

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

Cuando estudiamos la expresión de VEGF en las células tumorales en 

relación con la expresión 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). 

 

 

VEGF en células 

tumorales 

Nº de casos (%) Sig. 

c-erb-B2 

positivos 

c-erb-B2 

negativos  

p=0’5 Ausencia/Tinción débil 23 (54’8) 73 (56’2) 

Tinción 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 expresión de p53, apreciamos que 

aquellos casos p53 negativos y los positivos <20% presentaban con más 

frecuencia ausencia de tinción o tinción débil (57,7% y 57,1% 

respectivamente), mientras que en los casos p53 positivos >20%, la 

tinción es mayoritariamente moderada o intensa (53,6%), aunque estas 

diferencias no alcanzan niveles de significación estadística (Tabla 16). 

 

 

 

VEGF en células 

tumorales 

                              Nº de casos (%) Sig. 

p53 

negativo 

p53 

positivo<20% 

p53 

positivo>20% 
 

p=0’5 
Ausencia/Tinción débil 71(57’7) 12(57’1) 13(46’4) 

Tinción 

moderada/intensa 
52(42’3) 9(42’9) 15(53’6) 

       Tabla 16: VEGF en las células tumorales y expresión 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 tinción 

débil de VEGF en células tumorales tienden a ser negativos, mientras que 

en el grupo con tinción moderada/intensa de VEGF en células tumorales 

hay un mayor número de casos positivos (Tabla 17).  
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VEGF en células 

tumorales 

                    COX-2 Sig. 

           Nº de casos (%) 

 

p=0’037 

Ausencia/Tinción 

débil 

Tinción 

moderada/intensa 

Ausencia/Tinción débil 57(63’3) 39(47’6) 

Tinción 

moderada/intensa 
33(36’7) 43(52’4) 

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

 

2.5 VEGF en las células tumorales y CD 68 

Los casos con tinción débil o ausente de VEGF en las células tumorales 

presentaron un índice macrofágico superior frente a aquellos casos con 

tinción moderada o intensa (Tabla 18). 

 

 

CD68 

VEGF en células 

tumorales 

Nº de 

casos 

Media DT Sig. 

Ausencia/Tinción débil 96 62’25 69’09  

p=0’23 Tinción 

moderada/intensa 
76 57’12 47’33 

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

 

2.6 VEGF en las células tumorales y densidad de microvasos 

Cuando relacionamos la densidad de microvasos con la expresión de VEGF 

por parte de las células tumorales no observamos diferencias 

significativas entre los casos con tinción débil o ausente y los casos con 

tinción moderada o intensa, tan sólo un discreto mayor número de vasos 
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en los casos con ausencia de tinción o tinción débil de VEGF en la células 

tumorales (Tabla 19). 

 

Densidad de 

microvasos 

VEGF en células 

tumorales 

Nº de 

casos 

Media DT Sig. 

Ausencia/Tinción 

débil 
96 17’59 8’42 

p=0’86 
Tinción 

moderada/intensa 
76 15’47 8’22 

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

 

2.7 VEGF en las células tumorales y VEGF en los macrófagos 

Hemos observado relación estadísticamente significativa entre la 

expresión de VEGF en las células tumorales y en los macrófagos. Cuando 

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

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

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

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

 

 

VEGF en células 

tumorales 

             VEGF en macrófagos  Sig. 

           Nº de casos (%) 

 

p=0’002 

Ausencia/Tinción 

débil 

Tinción 

moderada/intensa 

Ausencia/Tinción 

débil 
82(62’1) 14(35’0) 

Tinción 

moderada/intensa 
50(37’9) 26(65’0) 

Tabla 20: VEGF en las células tumorales y VEGF en los macrófagos 
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3. RELACIÓN DEL VEGF EN MACRÓFAGOS CON FACTORES 

HISTOPATOLÓGICOS 

3.1 VEGF en los macrófagos y el tamaño tumoral 

El tamaño medio de las neoplasias estudiadas es discretamente mayor en 

los casos con tinción de VEGF en macrófagos moderada o intensa que en 

aquellos con ausencia o tinción débil (Tabla 21). 

 

Tamaño 

tumoral 

(cm) 

VEGF en macrófagos Nº de 

casos 

Media D.T 
Sig. 

Ausencia/Tinción 

débil 
132 2’28 1’21 

 

p=0’81 Tinción 

moderada/intensa 
40 2’38 1’92 

Tabla 21: VEGF en macrófagos y tamaño tumoral (cm) 

 

3.2 VEGF en los macrófagos y el tipo histológico 

No hemos encontrado relación entre el tipo histológico y la tinción de 

VEGF macrofágico, ya que independientemente del tipo histológico, en 

todos los casos el porcentaje mayor se encuentra en el grupo con 

ausencia de tinción o tinción débil (Tabla 22). 

 

VEGF en 

macrófagos 

                                         Nº de casos (%) Sig. 

Ca.ductal Ca.lobulillar Ca.mucinoso Ca.in situ Ca.papilar 

 

p=0’19 

Ausencia/Tinción 

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

Tinción 

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

Tabla 22: VEGF en macrófagos y tipo histológico. 
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3.3 VEGF en los macrófagos y el grado histológico 

No hemos encontrado relación entre el VEGF macrofágico y el grado 

histológico, en todos los casos hay tendencia  la ausencia de tinción o 

tinción débil para VEGF en los macrófagos (Tabla 23). 

 

 

VEGF en macrófagos 

                            Nº de casos (%) Sig. 

Bajo grado Grado intermedio Alto grado 

p=0’07 

Ausencia/Tinción 

débil 
41 (85’4) 63 (77’8) 28 (65’1) 

Tinción 

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

Tabla 23: VEGF en macrófagos y grado histológico. 

3.4  VEGF en los macrófagos y afectación ganglionar 

Tanto en los casos con afectación ganglionar, como en los que no 

presentan afectación ganglionar, existe un mayor número de casos con 

ausencia de tinción o tinción débil para VEGF en las células macrofágicas. 

(Tabla 24). Pero al estudiar los casos con ganglios positivos observamos 

que, en el grupo con expresión moderada/intensa de VEGF en los 

macrófagos, el número de ganglios afectados es mayor que en el grupo 

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

 

 

VEGF en macrófagos 

                 Nº de casos (%) Sig. 

Sin afectación 

ganglionar 

Con afectación 

ganglionar 

P=0’6 
Ausencia/Tinción 

débil 
71 (75’5) 61 (78’2) 

Tinción 

moderada/Intensa 
23 (24’5) 17 (21’8) 

Tabla 24: VEGF en los macrófagos y afectación ganglionar. 
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Ganglios 

afectos 

VEGF en 

macrófagos 

Nº de 

casos 

Media DT 
Sig. 

Ausencia/Tinción 

débil 
61 5’70 5’67 

 

p=0’05 Tinción 

moderada/intensa 
17 7’76 7’82 

Tabla 25: VEGF en los macrófagos y nº de ganglios afectados 

 

4. RELACIÓN DEL VEGF EN MACRÓFAGOS CON LA EXPRESIÓN DE 

MARCADORES INMUNOHISTOQUÍMICOS 

4.1 VEGF en los macrófagos y los receptores hormonales 

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

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

tendencia a la ausencia de tinción o tinción débil para VEGF en los 

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

(Tabla 26). 

 

 

VEGF en 

macrófagos 

 Nº de casos (%) Sig.  Nº de casos (%) Sig. 

RE 

positivos 

RE 

negativos 

 

p=0’002 

RP 

positivos 

RP 

negativos 

 

p=0’02 

Ausencia/Tinción 

débil 
106(82’8) 26(59’1) 105(80’8) 27(64’3) 

Tinción 

moderada/Intensa 
22(17’2) 18(40’9) 25(19’2) 15(35’7) 

Tabla 26: VEGF en los macrófagos y receptores hormonales 
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4.2 VEGF en los macrófagos y c-erb-B2 

Al cuantificar el VEGF en macrófagos, y relacionarla con la expresión de 

c-erb-B2, se observa que presentan, preferentemente, una tinción débil o 

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

 

VEGF en macrófagos 

Nº de casos (%) Sig. 

c-erb-B2 

negativo 

c-erb-B2 

positivo 
 

p=0’75 
Ausencia/Tinción débil 104 (80) 28 (66’7) 

Tinción 

moderada/Intensa 
26 (20) 14 (33’3) 

Tabla 27: VEGF en los macrófagos y expresión de c-erb-B2 

 

4.3 VEGF en los macrófagos y p53 

Hemos observado que, conforme aumenta la expresión de p53 en las 

células tumorales aumenta el número de casos con expresión moderada o 

intensa de VEGF en los macrófagos, hasta el 46,4% cuando la p53 era 

mayor del 20%. Esta diferencia ha resultado ser estadísticamente 

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

 

VEGF en 

macrófagos 

Nº de casos (%) Sig. 

p53 

negativo 

p53 

positivo<20% 

p53 

positivo>20% 

 

p=0’002 

Ausencia/Tinción 

débil 
103(83’7) 14(66’7) 15(53’6) 

Tinción 

moderada/intensa 
20(16’3) 7(33’3) 13(46’4) 

Tabla 28: VEGF en los macrófagos y expresión de p53 
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4.4 VEGF en los macrófagos y COX-2 

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

moderada o intensa para VEGF en macrófagos que en aquellos con 

ausencia o tinción débil (Tabla 29).  

 

VEGF en macrófagos 

              COX-2                     
Sig. 

          Nº de casos (%) 

Ausencia/Tinción 

débil 

Tinción 

moderada/intensa 

 

p=0’04 

Ausencia/Tinción 

débil 
75 (83’3) 57 (69’5) 

Tinción 

moderada/intensa 
15 (16’7) 25 (30’5) 

Tabla 29: VEGF en los macrófagos y expresión de COX-2 

 

4.5 VEGF en los macrófagos y CD 68 

Al comparar la expresión de VEGF en macrófagos y el índice macrofágico 

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

presentan un mayor índice macrofágico que aquellos en los que la 

expresión de VEGF en los macrófagos es débil o ausente, siendo esta 

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

 

CD68 

VEGF en 

macrófagos 

Nº de 

casos 

Media  D.T 
Sig. 

Ausencia/Tinción 

débil 
132 48’24 48’62 

 

p=0’03 Tinción 

moderada/intensa 
40 98’73 77’58 

Tabla 29: VEGF en los macrófagos y expresión de CD68 
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4.6 VEGF en los macrófagos y densidad de microvasos 

Cuando estudiamos la densidad de microvasos advertimos que es 

discretamente superior en los casos con tinción de VEGF en macrófagos 

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

(Tabla 30). 

 

Densidad de 

microvasos 

VEGF en 

macrófagos 

Nº de 

casos 

Media D.T 
Sig. 

Ausencia/Tinción 

débil 
132 16’55 8’50 

 

p=0’98 Tinción 

moderada/intensa 
40 17’01 8’03 

Tabla 30: VEGF en los macrófagos y densidad de microvasos 

 

5. RELACIÓN DE COX-2 CON FACTORES HISTOPATOLÓGICOS 

5.1 COX-2 y tamaño tumoral  

No se ha encontrado relación entre los niveles de COX-2 y el tamaño 

tumoral (Tabla 31). 

 

    COX-2                     Tamaño  Sig. 

         Nº de casos (%)                  

p=0’87 
Menor de 2 cm. Mayor de 2 cm. 

Negativa (0-100) 53(53) 37(51’4) 

Positiva (101-300) 47(47) 35(48’6) 

Tabla 31: Relación de COX-2 y el tamaño tumoral 
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5.2 COX-2 y el tipo histológico 

Al estudiar el valor de COX-2 en los diferentes tipos histológicos , solo 

en el grupo de los carcinomas lobulillares, hay un mayor número de casos 

con valores de COX-2 positivos. No encontrándose ningún caso de 

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

 

 

 

COX-2 

Tipo histológico 
 

Sig. 

Nº de casos (%) 

p=0’07 
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) 

Tabla 32 : Relación de COX-2 y el tipo histológico 

 

5.3 COX-2 y grado histológico 

Al relacionar los valores de COX-2 con los distintos tipos histológicos 

observamos como casi no existen diferencias en el grupo de grado 

intermedio. En los grupos extremos (bajo y alto grado) se observa una 

relación directa, puesto que, en el grupo de bajo grado existe un mayor 

número de casos con negatividad para COX-2, mientras que se observa 

más positividad para COX-2 en los casos de alto grado. Esta relación es 

estadísticamente significativa (Tabla 33). 

 

COX-2 

Grado histológico Sig. 

Nº de casos (%) 

p=0’001 
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) 

            Tabla 33: Relación de COX-2 y el grado histológico 
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5.4 COX-2 y afectación ganglionar 

No hemos encontrado diferencias estadísticamente significativas entre 

los valores de COX-2 y la afectación ganglionar. Sólo reseñar que en el 

grupo con afectación ganglionar, se ha observado un número mayor de 

casos que presentan negatividad para COX-2. Sin embargo, la 

distribución de los casos según la positividad o negatividad para COX-2, 

en los casos sin afectación ganglionar, es exactamente la misma (Tabla 

34). 

 

COX-2 

                Nº de casos (%) Sig. 

Sin afectación 

ganglionar 

Con afectación 

ganglionar 
p=0’5 Negativa (0-100) 47 (50) 43 (55’1) 

Positiva (101-300) 47 (50) 35 (44’9) 

Tabla 34: Relación de COX-2 y la afectación ganglionar 

 

6. RELACIÓN DEL COX-2 CON LA EXPRESIÓN DE MARCADORES 

INMUNOHISTOQUÍMICOS 

6.1 COX-2 y receptores hormonales 

Al cuantificar los niveles de COX-2 en las neoplasias según sean 

receptores hormonales positivos o negativos, se obtiene mayor número de 

casos COX-2 positivos en aquellos casos receptores de estrógenos y 

progesterona negativos. Mientras, que en los casos receptores de 

estrógenos y progesterona positivos, es mayor el número de casos 

negativos para COX-2, siendo ambos resultados estadísticamente 

significativo (Tablas 35 y 36). 
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COX-2 
Nº de casos (%) Sig. 

RE positivos RE negativos 

p=0’004 Negativa (0-100) 75 (58’6) 15 (34’1) 

Positiva (101-300) 53 (41’4) 29 (65’9) 

   Tabla 35: Relación de COX-2 y receptores hormonales (estrógenos) 

 

 

COX-2 
Nº de casos (%) Sig. 

RP positivos RP negativos 

p=0’004 Negativa (0-100) 76 (58’5) 14 (33’3) 

Positiva (101-300) 54 (41’5) 28 (66’7) 

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

 

6.2 COX-2 y c-erb-B2 

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

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

aquellos con positividad para COX-2, no siendo este resultado 

estadísticamente significativo (Tabla 37). 

 

 

COX-2 

Nº de casos (%) Sig. 

Positivos Negativos 

p=0’158 Negativa (0-100) 18 (42’9) 72 (55’4) 

Positiva (101-300) 24 (57’1) 58 (44’6) 

                          Tabla 37: Relación de COX-2 y c-erb-B2 
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6.3 COX-2 y p53 

En los casos con expresión para p53 mayor del 20% existe un mayor 

número de casos con positividad para COX-2 y en los casos con 

negatividad para p53 se observa un mayor número de casos que muestran 

negativida para COX-2, siendo este resultado estadísticamente 

significativo. 

 

COX-2 

                        Nº de casos (%) Sig. 

p53 

negativa 

p53 positiva 

<20% 

p53 positiva 

>20% 
p=0’002 

Negativa (0-100) 71 (57’7) 13 (61’9) 6 (21’4) 

Positiva (101-300) 52 (42’3) 8 (38’1) 22 (78’6) 

                                 Tabla 38: Relación de COX-2 y p53. 

 

6.4 COX-2 y CD 68 

Se ha encontrado una relación 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 estadísticamente significativo (Tabla 

39). 

 

CD 68 

COX-2 Nº de casos Media D.T Sig. 

Negativa (0-100) 90 51’48 59’28 
p=0’05 

Positiva (101-300) 82 69’32 60’47 

   Tabla 39: Relación de expresión de COX-2 y expresión de CD68. 

 

 

 



 

95 
 

6.5 COX-2 y densidad de microvasos 

No se ha encontrado relación entre los valores de COX-2 y la densidad de 

microvasos (Tabla 40). 

 

Densidad de 

microvasos 

COX-2 Nº de 

casos 

Media D.T 
Sig. 

Negativa (0-100) 90 16 8’8 
p=0’5 

Positiva (101-300) 82 17 7’9 

    Tabla 40: Relación de expresión de COX-2 y la densidad de microvasos. 

 

7. RELACIÓN DEL ÍNDICE MACROFÁGICO (CD 68) CON FACTORES 

HISTOPATOLÓGICOS 

7.1 Índice macrofágico (CD 68) y tamaño tumoral  

Existe una correlación directa entre la expresión de CD 68 y el tamaño 

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

 

CD68 

Tamaño tumoral (cm) 

Nº de casos C. de Pearson Sig. 

172 0’158 p=0’03 

Tabla 41: Relación de expresión de CD 68 y el tamaño tumoral 

 

7.2 Índice macrofágico (CD 68) y el tipo histológico 

Al estudiar el índice macrofágico en los diferentes tipos hitológicos 

hemos observado que la media varia de un tipo a otro, siendo el carcinoma 

mucinoso el que presentaba valores más bajos mientras que el carcinoma 

ductal los más altos. Los tipos lobulillar y papilar y el carcinoma in situ 

presentaban valores muy similares (Tabla 42). 
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CD 68 

Tipo histológico Nº de casos Media D.T 

Ca. ductal 110 70’90 64’93 

Ca. lobulillar 37 45’59 38’84 

Ca. mucinoso 7 24’29 32’13 

Ca. in  situ 12 36’58 73’02 

Ca. papilar 6 37’00 29’89 

Tabla 42: Relación de expresión de CD 68 y el tipo histológico. 

 

El test de comparaciones múltiples, muestra que la mayor diferencia 

de expresión de CD68, se obtiene al comparar los carcinomas ductales 

con los lobulillares. Así mismo se obtuvo un resultado 

estadísticamente significativo al comparar los carcinomas ductales 

con los mucinosos. (Tabla 43) 

 

Tipo histológico Sig. 

Ca ductal Ca lobulillar p=0’02 

Ca mucinoso p=0’04 

Ca in situ p=0’05 

Ca papilar p=0’17 

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

tipos histológicos. 

 

7.3 Índice macrofágico (CD 68) y el grado histológico 

El índice macrofágico mostró una clara relación con el grado tumoral, 

siendo más alto a mayor grado histológico de la lesión, estas diferencias 

fueron estadísticamente significativas (Tabla 44). 
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CD68 

Grado histológico Nº de casos Media D.T Sig. 

Bajo grado 48 45’60 49’54 

p=0’03 Grado intermedio 81 58’9 52’47 

Alto grado 43 78’00 79’14 

Tabla 44: Relación de expresión de CD 68 y el grado histológico. 

 

7.4 Índice macrofágico (CD 68) y la afectación ganglionar  

La expresión de CD68 fue ligeramente superior en los casos con 

afectación ganglionar que en los casos sin afectación, sin llegar a alcanzar 

valores estadísticamente significativos (Tablas 45 y 46). 

 

CD68 

Afectación ganglionar Nº de 

casos 

Media D.T 
Sig. 

Sin afectación 

ganglionar 
94 55’34 58’98 

p=0’78 
Con afectación 

ganglionar 
78 65’58 61’86 

Tabla 45: Relación de expresión de CD 68 y la afectación ganglionar. 

 

 

CD68 

Ganglios afectos 

Nº de casos C. de Pearson Signif. 

78 0’157 p=0’16 

Tabla 46: Relación de expresión de CD 68 y los ganglios afectos. 
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8. RELACIÓN DEL ÍNDICE MACROFÁGICO CON LA EXPRESIÓN DE 

MARCADORES INMUNOHISTOQUÍMICOS 

8.1 Índice macrofágico (CD 68) y los receptores hormonales 

En los casos con RE positivos se pudo constatar un menor índice 

macrofágico (media de 51,57) que en aquellos que no expresaban RE 

(media de 84,45), alcanzando esta diferencia niveles de significación 

estadística (Tabla 47). Sin embargo, al estudiar la expresión de los RP y 

relacionarlo con los valores de CD68, no se observaron diferencias entre 

los casos positivos y negativos (Tabla 48). 

 

CD68 

RE Nº de casos Media D.T Sig. 

Positivo 128 51’57 47’37 
p=0’002 

Negativo 44 84’45 83’84 

Tabla 47 : Relación de expresión de CD 68 y RE. 

 

CD68 
RP 

Nº de casos Media D.T Sig. 

Positivo 130 59’77 62’13 
p=0’7 

Negativo 42 60’64 55’12 

Tabla48: Relación de expresión de CD 68 y RP. 

 

8.2 Índice macrofágico (CD 68) y c-erb-B2 

Al estudiar c-erb-2 hemos advertido una media de indice macrofágico, 

discretamente superior en los casos con expresión positiva en 

comparación con los negativos, pero esta diferencia no fue 

estadísticamente significativa (Tabla 49). 
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CD68 

c-erb-B2 Nº de casos Media D.T Sig. 

Positivo 42 66’31 75’31 
p=0’121 

Negativo 130 57’94 54’83 

Tabla 49: Relación de expresión de CD 68 y c-erb-B2. 

 

8.3 Índice macrofágico (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 estadísticamente significativo (Tabla 50 y 

51). 

 

CD68 

p53 Nº de casos Media D.T 

Negativo 123 49’63 54’51 

Positivo<20% 21 93’00 87’94 

Positivo>20% 28 80’71 46’08 

Tabla 50 : Relación de expresión de CD 68 y p53. 

 

     p53 Sig. 

Negativo 
Positivo<20% p=0’002 

Positivo>20% p=0’01 

Tabla 51 : Relación de expresión de CD 68 y p53 positivos. 

 

8.4 Índice macrofágico (CD 68) y densidad de microvasos  

Al estudiar la correlación de CD 68 con la densidad de microvasos, hemos 

obtenido una correlación directa positiva, pero no significativa (Tabla 

52). 
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CD68 

Densidad de microvasos 

Nº de casos C. de Pearson Sig. 

172 0’10 p=0’16 

Tabla 52: Relación de expresión de CD 68 y densidad de microvasos. 

 

9. RELACIÓN DE LA DENSIDAD DE MICROVASOS CON FACTORES 

HISTOPATOLÓGICOS 

9.1 Densidad de microvasos y el tipo histológico 

Al analizar la densidad de microvasos en los distintos tipos histológicos, 

encontramos que la media más 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 

estadísticamente significativos (Tabla 53). 

 

Densidad de 

microvasos 

Tipo histológico Nº de casos Media D.T Sig. 

Ca. ductal 110 17’46 8’84 

p=0’382 

Ca. lobulillar 37 17’31 7’31 

Ca. mucinoso 7 11’42 6’57 

Ca. in  situ 12 11’66 6’46 

Ca. papilar 6 13’94 6’48 

Tabla 53: Relación de la densidad de microvasos y el tipo histológico. 

 

9.2 Densidad de microvasos y el tipo histológico y la afectación 

ganglionar  

Al estudiar la densidad de microvasos  e intentar estudiar su relación 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 afectación ganglionar, no 

presentando estos resultados significación estadística (Tabla 54 y 55). 

 

 

 

Densidad de 

microvasos 

Afectación 

ganglionar 

Nº de 

casos 

Media D.T 
Sig. 

Sin afectación 

ganglionar 
94 15’90 8’45 

0’82 

 Con afectación 

ganglionar 
78 17’57 8’23 

Tabla 54: Relación de expresión de la densidad de microvasos y la 

afectación ganglionar. 

 

 

CD68 

Ganglios afectos 

Nº de casos C. de Pearson Signif. 

78 0’25 p=0’82 

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

 

C. ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA EN RELACIÓN CON FACTORES 

ANGIOGÉNICOS 

1. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE 

Gracias a la colaboración del Registro Hospitalario de Tumores del 

Hospital Universitario Virgen Victoria de Málaga, obtuvimos los datos de 

supervivencia de 167  de las 172 pacientes incluidas en nuestra serie 

(gráfico 1) 

Al estudiar la curva de supervivencia general de las pacientes de nuestra 

serie observamos que la mayoría de las pacientes fallecen entre los 20 y 

los 78 meses, y esta curva se mantiene casi estabilizada en el tiempo, con 
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una tasa de supervivencia del 83% a los 120 meses de seguimiento 

(gráfico 1). 

SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE

 

Gráfico 1: Supervivencia global de la serie. 

 

2. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE SEGÚN LOS NÍVELES DE 

VEGF EN CÉLULAS TUMORALES  

Al estudiar superviviencia de nuestros casos según 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 tinción 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 más elevada 
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en el grupo con tinción para VEGF débil o ausente, no siendo estos 

reultados estadísticamente significativo (Log Rank=0’557) (Gráfico 2). 

 

VEGF EN LAS CÉLULAS TUMORALES 

 

Gráfico 2: Relación de la expresión del VEGF en las células tumorales 

con la supervivencia. 

 

3. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE SEGÚN LOS NÍVELES DE 

VEGF EN LOS MACRÓFAGOS 

Al estudiar la relación de los valores de VEGF en macrófagos con la tasa 

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

con tinción moderada o intensa ocurre de forma escalonada, 

estabilizándose dichos valores a partir del mes 76 y quedándose con una 

tasa de supervivencia en torno del 80% para el grupo con tinción ausente 
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o débil para VEGF en los macrófagos y del 78% para el grupo con tinción 

moderada o intensa para VEGF en macrófagos (gráfico 3), estas 

diferencias no son significativas (Log Rank= 0’734). 

 

VEGF EN LOS MACRÓFAGOS: 

 

Gráfico 3: Relación de la expresión del VEGF en macrófagos con la 

supervivencia. 

 

4. SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA SERIE SEGÚN LOS NÍVELES DE 

COX-2 

Al estudiar la relación entre la tinción para COX-2 y las tasas de 

supervivencia, observamos como los dos grupos se comportan casi en 

paralelo, existiendo un mayor número de fallecimientos entre los meses 

30 al 80 y estabilizándose 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, no siendo estos reultados estadísticamente significativo 

(Log Rank=0’884)  (gráfico 4). 

 

COX2 

 

Gráfico 4: Relación de la expresión de COX-2 con la supervivencia. 

 

5. SUPERVIVENCIA SEGÚN EL ÍNDICE MACROFÁGICO 

Al estudiar la relación entre el índice macrofágico 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 índice macrofágico 

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

estadísticamente significativo (Log Rank=0’257)   (gráfico 5). 

 

ÍNDICE MACROFÁGICO (CD 68): 

 

Gráfico 5: Relación de la expresión de índice macrofágico (CD68) con 

la supervivencia. 

 

6. SUPERVIVENCIA SEGÚN LA DENSIDAD DE MICROVASOS 

Al estudiar la supervivencia de nuestros casos en relación 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, unificándose 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 estadísticamente significativos (Log 

Rank= 0’358) (gráfico 6). 

 

Densidad de microvasos: 

 

Gráfico 6: Relación de la densidad de microvasos con la supervivencia. 
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V. DISCUSIÓN 
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El crecimiento de los tumores sólidos y su diseminación metastásica es 

dependiente de la angiogénesis161. La angiogénesis que da lugar a la 

microvascularización tumoral  es un requisito ampliamente reconocido 

tanto para el crecimiento del tumor como para su diseminación162. Tras 

ponerse de manifiesto la importancia que tiene la angiogénesis en la 

progresión tumoral, se buscó el método de cuantificarla, para así poder 

establecer comparaciones. La forma más generalizada ha sido el contaje 

de los microvasos asociados al crecimiento neoplásico que, aunque de 

modo grosero y estático, no deja de ser un reflejo de la capacidad del 

tumor para crear neovascularización. Para ello se han utilizado diferentes 

marcadores endoteliales con técnica inmunohistoquímica, con lo que se 

consigue resaltar los vasos al diferenciarlos del resto del tejido.  

Los marcadores vasculares más utilizados han sido Factor VIII 

(localizado en el citoplasma del endotelio vascular  y con importante papel 

en la adhesión y agregación plaquetaria), CD31/PECAM-1 (glicoproteína de 

membrana involucrada en la adhesión celular), y CD34 (antígeno 

glicoproteico de superficie de célula progenitora del sistema 

hematopoyético humano). Todos ellos son suficientemente válidos, pero 

no específicos de vasos neoformados, por lo que se han de asumir errores 

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

Recientemente, se ha introducido, como nuevo marcador endotelial, 

CD105, un antígeno de membrana que funciona como receptor de TGF β 1, 

también conocido como endoglina, y cuyo atractivo es su mayor 

especificidad por el endotelio de los neovasos163. 

La técnica más comúnmente utilizada para evaluar vascularización 

intratumoral en el cáncer de mama humanos fue desarrollada por 

Weidner y cols.133 y consiste en el uso de marcadores 
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inmunohistoquímicos panendoteliales para resaltar los microvasos 

sanguíneos. El primer paso del método es la identificación de la zona de 

mayor neovascularización, llamada "punto caliente " o “hot spot” mediante 

el escaneo de todo el tumor a bajo aumento y contar posteriormente los  

microvasos en un área 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 cáncer de mama otras técnicas para la evaluación de la 

vascularización del tumor, incluyendo el método Chalkley y sistemas de 

análisis de imagen computarizado. La utilidad de los diferentes métodos 

para cuantificar la vascularización del tumor, los pros y contras de cada 

método, han sido ampliamente revisado por Vermeulen y cols.164. Tanto el 

sistema de contaje Chalkley como el análisis de imágenes tienen el 

objetivo de reducir al mínimo la subjetividad de la evaluación en la 

cuantificación del recuento de microvasos, mientras que el análisis de 

imagen permite también realizar análisis multiparamétrico (área y 

perímetro vasculares, la intensidad de la tinción, etc.). En nuestro caso 

hemos considerado que la técnica de contaje más apropiada para nuestros 

objetivos era la cuantificación de microvasos sumando la objetividad del 

análisis de imagen al sistema tradicional de Weidner.  

La determinación de la densidad vascular (DMV) es un marcador indirecto 

bastante grosero de la angiogénesis con algunas ventajas relacionadas 

con la simplicidad de la metodología, pero también con importantes 

debilidades, quizás la mayor de ellas sea el no proporcionar información 

funcional sobre las vías 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 evaluación de DMV,  como el uso de diversos marcadores 
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panendoteliales o de otros anticuerpos específicos para células 

endoteliales activadas164, determinación de la expresión de molécula de 

adhesión endotelial, tales como la integrina αvβ3
165 o E-cadherina166 y 

otros. Debido a que existen pocos estudios comparativos que analicen  

prospectivamente los diferentes métodos, no se ha identificado todavía 

el método de elección para evaluar vascularización del tumor. Además, 

antes del uso rutinario de marcadores indirectos de la angiogénesis para 

fines pronósticos o predictivos, es necesario su normalización con 

programas de control de calidad y la realización de estudios 

multicéntricos. 

 

El cáncer de mama fue objeto del estudio pionero de Weidner y cols.133 

(1991) sobre el significado de la angiogénesis en la evolución clínica, y 

posteriormente ha sido uno de los tumores más estudiados en este 

aspecto.  La mayor parte de los estudios ha encontrado relación entre un 

nivel elevado de vascularización y la existencia de metástasis en ganglios 

linfáticos y a distancia, confirmando el carácter predictor de metástasis 

de DMV. Asímismo, la gran mayoría de las series encuentran una relación 

positiva entre DMV y la evolución de los pacientes, tanto en cuanto a 

supervivencia libre de enfermedad como a supervivencia global. Además, 

si se compara con otras variables, en gran parte de los estudios se ha 

observado  un carácter de pronóstico independiente167,168. No obstante, el 

valor pronóstico es más evidente en pacientes con ganglios no afectados, 

ya que cuando se consideran los carcinomas de mama en su conjunto los 

resultados son más contradictorios. Un reciente meta-análisis confirma la 

existencia de una relación inversa entre angiogénesis, valorada mediante 

DMV, y supervivencia, concluyendo que el cáncer de mama es angiogénico-

dependiente169.    
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El cambio en el fenotipo angiogénico puede ser debido a la sobre-

expresión de un número de factores de crecimiento endotelial,  como el 

factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)161. VEGF es el principal 

mediador de la angiogénesis normal y patológica170 y es secretado por una 

amplia variedad de tipos celulares, incluyendo los neutrófilos, las 

plaquetas y las células tumorales171,172. VEGF comprende una variedad de  

proteínas de 121, 145, 165, 189, y 206 aminoácidos65,173, de las que, en el 

tejido, VEGF165  es la isoforma predominante, y VEGF121 y VEGF165 son 

secretadas a la circulación174. 

Actualmente, VEGF es el factor angiogénico más estudiado en cuanto a su 

significado clínico. VEGF es secretada por las células tumorales, pero 

también por las células del huésped (es decir, monocitos, macrófagos, 

células del parénquima, etc) reclutadas por el tumor pueden producir este 

factor de crecimiento en respuesta a estímulos del medio ambiente, 

principalmente la hipoxia, ciertas citoquinas y estradiol175,176 .  

VEGF es un mitógeno específico para el endotelial vascular que promueve 

la proliferación y migración, pero inhibe la apoptosis177. In vivo VEGF es 

necesario para la vasculogénesis, la angiogénesis y también regula la 

permeabilidad de los vasos sanguíneos. 

Los factores capaces de inducir la expresión de VEGF son: hipoxia, 

factores de crecimiento como el factor crecimiento insulínico-1, ciertas 

citoquinas (interleuquinas-1, 3, 6 y 10), así 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 proteína 

VEGF se unen a dos receptores tirosina quinasa específicos: 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 

específico para endotelio de los vasos linfáticos . 

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

en pacientes con neoplasias diferentes, por ejemplo, carcinomas del 

tracto genital74, próstata178, colon71, la vejiga urinaria179, de células 

renales79 y de la glándula tiroides180. 

El valor pronóstico de VEGF también se ha evaluado en el cáncer de mama 

invasor en estudios previos retrospectivos99,181,182,183. 

Toi y cols.184 fueron los primeros en desarrollar un método para 

determinar los niveles de VEGF en el tejido tumoral. Adoptaron un 

original inmunoensayo enzimático colorimétrico, basado en un anticuerpo 

policlonal anti-humano  VEGF que reacciona con las isoformas solubles de 

la proteína VEGF, principalmente VEGF121. Posteriormente, el método 

fue modificado por Gasparini  y cols185. para detectar la proteína VEGF en 

el citosol de tejido congelado, con la ventaja de evaluar VEGF en las 

muestras con similares procedimientos a los utilizados para la 

determinación de receptores hormonales. Su relevancia clínica fue 

evaluada por primera vez por Gasparini y col. en dos estudios publicados 

en 1997. En el primero181 evaluaron la proteína VEGF en 260 pacientes 

consecutivos con ganglios negativos no tratados con terapia adyuvante y 

este factor angiogénico no se asoció a ningún indicador pronóstico 

convencional. Tanto en el análisis univariante como multivariante para la 

SLEy la SG, VEGF mantuvo un valor pronóstico independiente. 

Posteriormente, se han publicado otros nueve estudios independientes 

sobre la importancia pronóstica de la VEGF en el cáncer de mama. En 

ellos se usan diferentes métodos de determinación de VEGF 

(inmunohistoquímica, inmunoabsorción enzimática y quimioluminiscencia) y 
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las características de los pacientes  es heterogénea entre las distintas 

series analizadas, así como los tratamientos posquirúrgicos. En cualquier 

caso, ocho de los nueve estudios confirmaron la importancia pronóstica 

de VEGF185.  

 

Algunos autores186 no encuentran correlación entre la sobreexpresión de 

VEGF con otros parámetros clínicos o patológicos como el estado de 

receptores hormonales, el estado de triple negativo, estado ganglionar o 

edad. Esta falta de correlación de VEGF con factores pronósticos 

convencionales del cáncer de mama ha sido puesta de manifiesto 

anteriormente. El valor pronóstico de VEGF suele ocurrir en poblaciones 

de pacientes muy heterogéneos.  

En nuestro estudio hemos observado una relación inversa de la expresión 

de VEGF con el tamaño tumoral, que muestra una mayor expresión en 

tumores pequeños (menor de 2 cm.) que en tumores de mayor tamaño. En 

la biliografía consultada, la expresión de VEGF o bien no se correlaciona 

con el tamaño o, como en nuestros casos, lo hace de forma inversa187. Ello 

podría 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 evolución de la neoplasia, las vías de inducción de 

angiogénesis se diversifiquen, seleccionándose clonas celulares que 

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

La expresión de VEGF es frecuente en los carcinomas ductales de tipo 

común, en los que, según diversos estudios, se correlaciona con la 

densidad de microvasos intratumoral. Sin embargo, hemos advertido que 

también tipos especiales como mucinosos y papilares muestran una 

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

con otros autores188,189, nuestros resultados apoyan que la secreción de 

VEGF depende del tipo histológico de cáncer de mama. Los carcinomas 

lobulillares muestran una tinción escasa o ausente de VEGF, 

característica que acompaña a otras diferencias biológicas con los 

carcinomas de tipo ductal como falta de expresión de Cadherina-E. Esta 

ausencia de VEGF puede explicar en parte su patrón 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 expresión de VEGF puede 

promocionarse a través de RE, lo que implicaría un efecto antiangiogénico 

del tratamiento antiestrogénico190,191. Nuestro estudio demuestra una 

menor expresión de VEGF en tumores con positividad para receptores 

estrogénicos, lo que parece contrario a esta hipótesis.  Sin embargo, 

según otros autores, el VEGF tumoral no se correlaciona, o lo hace 

inversamente, con el tipo α de RE, mientras que sí lo hace con el tipo β, 

sugiriendo un papel principal de este tipo de receptor192,193.  

 

Al relacionar el VEGF tumoral con la expresión de p53, apreciamos que 

aquellos casos p53 negativos o con escasa positividad presentaban con 

más frecuencia ausencia de tinción o tinción débil que en los casos p53 

positivos aunque estas diferencias no alcanzaron niveles de significación 

estadística.  

Estos resultados, coincidentes con el de otros estudios192,  sugieren una 

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

depender, al menos en parte, de la alteración de la función de p53. 

 

Nuestro hallazgo de una relación inversa entre VEGF y afectación 

ganglionar es cuando menos llamativa. Varios estudios apoyan el carácter 

pronóstico del VEGF tumoral en el carcinoma de mama, si bien 

principalmente en grupos de pacientes sin afectación ganglionar72,192,194. 

Por otro lado, la relación entre VEGF (tipo A) y ganglios positivos es 

controvertida. Ello puede atribuirse a que VEGF-A promueve la formación 

de vasos hemáticos mientras que otros tipos de VEGF (C y D 

principalmente) inducen la formación de vasos linfáticos, por lo que su 

valor pronóstico puede deberse principalmente a facilitar la invasión 

hemática  más que linfática.  

 

Mediadores inflamatorios como las citoquinas, eicosanoides, y factores 

de crecimiento se cree que juegan un papel crítico en la iniciación y 

mantenimiento de la supervivencia del cáncer y el crecimiento celular195. 

Uno de estos mediadores, PGE2, se produce en grandes cantidades por los 

tumores. PGE2 se produce a partir del ácido araquidónico por cualquiera 

de las dos enzimas: la COX-1 o COX-2. COX-1 es expresada 

constitutivamente en la mayoría de los tejidos, mientras que COX-2 se 

induce en las células inflamatorias y en tumores humanos por citocinas y 

promotores tumorales196. 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 reducción del 40-50% en el riesgo relativo de muerte por 

cáncer de colon, lo que indica que la inhibición de la COX en el ser humano 

tiene una efecto quimiopreventivo. En conjunto, existe una notable 
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evidencia de la importancia de la actividad de la enzima COX-2 en la 

oncogénesis. Uno de los mecanismos por los que la PGE2 estimula  el 

crecimiento del tumor es mediante la inducción de la angiogénesis 

necesaria para el suministro de oxígeno y nutrientes a los tumores197. La 

expresión de COX-2 en vasos sanguíneos neoformados dentro de tumores 

se ha documentado en animales, mientras que en condiciones fisiológicas 

normales los vasos sólo expresan la forma constitutiva de la enzima COX-

1. Esta observación, junto con estudios que muestran la expresión de la 

enzima en células neoplásicas, sugiere un papel predominante para la 

COX-2 en regulación de la angiogénesis tumoral. 

Se piensa que COX-2 favorece el fenotipo maligno a través de la 

promoción de la angiogénesis123. La expresión de COX-2 en tumores se ha 

correlacionado con una mayor microdensidad vascular en cánceres de 

colon, pulmón y estómago198,199. 

Además, diversos estudios han relacionado la producción, en particular, 

de PGE2, con un aumento de la angiogenesis en estómago 198,199,200.  

 

Otros estudios indican un papel de la COX-2 en la producción de factores 

angiogénicos por las células neoplásicas, el aumento de la proliferación 

celular, la prevención de la apoptosis, el aumento de potencial 

metastásico, y la inhibición de la vigilancia inmunológica201. 

Se ha sugerido una relación 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 esófago, colon, 

estómago y pulmón 198,199,202,203,204. Nosotros hemos podido observar un 

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

podido demostrar una relación con la densidad de microvasos. 

 

Existen evidencias de que la COX-2 puede estar directamente 

involucrada en la carcinogénesis mamaria. La inhibición selectiva de la 

COX-2 suprime la tumorigénesis en modelos de cáncer de mama en 

ratones, y la expresión de COX-2, se ha demostrado suficiente para la 

formación de cáncer de mama en ratones transgénicos205. 

En los pacientes con cáncer de mama, la expresión de ARNm y proteína 

de COX-2 se encuentra  elevada. Además, otros estudios indican que la 

expresión COX-2 es exclusivamente una característica de tumores 

malignos de mama, no observándose en el epitelio de tumores benigno206.  

Por el contrario, la expresión de COX-1 no se aprecia elevada en las 

células de cáncer de mama en comparación con sus homólogos no malignos. 

En tumores de otros orígenes como los gastrointetsinales, la expresión de 

COX-2 se asocia con el estadio tumoral avanzado,  pobre diferenciación  

y reducción de la supervivencia207. 

 

Ristimäki y cols.120 obtuvieron, por primera vez, la evidencia de expresión 

de la proteína COX-2 en una gran serie de carcinomas de mama. Según 

sus datos, la expresión elevada de COX-2 fue más común en los cánceres 

de mama con marcadores de mal pronóstico y se correlacionó 

significativamente con la reducción de la supervivencia. Se encontraron 

niveles elevados de expresión de proteínas de COX-2 en el 37,4% de los 

carcinomas. Una fuerte expresión de COX-2 se observó localizada 

exclusivamente en las células neoplásicas, mientras que el estroma era 

negativo o débilmente positivo. La positividad de la COX-2 se 
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correlacionó con varios parámetros que caracterizan a los tipos agresivos 

de cáncer de mama, tales como el tamaño, presencia de metástasis en los 

ganglios axilares, grado histológico elevado, estado de los receptores 

hormonales negativos, alta tasa de proliferación, expresión de p53 

elevada, y amplificación de HER-2. En este sentido, en nuestra serie 

hemos podido observar que los carcinomas COX-2 positivos se asociaban 

a un alto grado histológico, negatividad de receptores hormonales y 

positividad para p53, en la línea de la correlación entre expresión de 

COX-2 y características de agresividad advertida en otros estudios. No 

obstante, no hemos encontrado relación con el tamaño, afectación 

ganglionar ni positividad de c-erb-B2. 

El mecanismo por el cual la COX-2 está suprarregulado en el cáncer de 

mama es desconocida, pero una posibilidad es que las células cancerosas 

sean intrínsecamente más activas en la expresión de COX-2, que la no 

neoplásicas. En este sentido, tanto la inactivación de supresores de 

tumores genes, como p53, como la activación de oncogenes, como HER-2, 

han sido implicadas en la inducción de la expresión COX-2111. No obstante, 

una elevada expresión de COX-2 no se limita a los tumores p53 y HER-2 

positivos, por lo que otros factores (tales como activación de ras, 

sobreexpresión de src, y la vía del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico) pueden ser también responsables de expresión elevada de 

COX-2110. Es interesante advertir que el efecto antineoplásico de los 

inhibidores, tanto de HER-2 como del receptor de factor de crecimiento 

epidérmico, se ve reforzada por su combinación con inhibidores de la 

COX . 

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

supervivencia en pacientes con cáncer de mama120, lo que no ocurre en 

nuestro grupo de pacientes. Curiosamente, el valor pronóstico de la 
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expresión de COX-2 tiende a ser más marcada en ciertos subgrupos de 

pacientes, por ejemplo, en los cánceres con positividad para RE, sin 

sobreexpresión de p53, y sin amplificación del oncogén HER-2. Ello puede 

indicar que el efecto procarcinógeno de la COX-2 no se distribuye 

uniformemente en el cáncer de mama. Sin embargo, la expresión COX-2 

se asocia con una supervivencia significativamente menor tanto en cáncer 

con ganglios negativos como positivos lo que puede ser un reflejo de la la 

capacidad de COX-2 para inducir la metástasis, por ejemplo, mediante la 

inducción de la producción y la activación de metaloproteinasas de 

matriz111. El hecho de que la expresión elevada de la COX-2 se asocia con 

la menor supervivencia en tumores RE-positivos es de especial interés. Ya 

que los derivados prostanoides de COX-2 han sido implicados en la 

inducción de la expresión de aromatasa de las células del estroma, es 

posible que la elevación de la expresión COX-2 en los cánceres RE-

positivos facilite la formación de un microambiente  que promocione  el 

crecimiento de las células tumorales induciendo la producción de 

estrógenos  a través de la vía de la aromatasa en las células del estroma.  

En muchos cánceres humanos, la abundancia de macrófagos en el 

microambiente tumoral se correlaciona con mal pronóstico. La evidencia 

experimental de la relación causal entre los macrófagos y el pronóstico 

procede de modelos de ratón de cáncer de mama en los que la ablación 

genética de los macrófagos dio lugar a la disminución de la progresión 

tumoral y las metástasis.  

Los macrófagos son reclutados al frente invasivo mediante factores 

quimiotácticos derivados del tumor. Los macrófagos mejoran la migración 

de células tumorales y la invasión a través de la secreción de factores 

quimiotácticos y quimiocinas como el factor de crecimiento epidérmico 
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(EGF). También promueven la angiogénesis mediante la síntesis de 

factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial 

(VEGF), y la remodelación de la matriz extracelular y, en particular, la 

regulación de la fibrinogénesis de colágeno. 

Experimentalmente, se ha demostrado que la ablación genética de los 

macrófagos en ratones del modelo PYMT de cáncer de mama, se traduce 

en una menor tasa de progresión del tumor y una inhibición considerable 

de la metástasis,  y que este proceso implica, en parte, la síntesis de los 

macrófagos del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF)124. 

Los estudios clínicos han tratado de identificar las correlaciones entre la 

densidad de macrófagos y el pronóstico. Una revisión reciente de Bingle y 

cols.125, usando un meta-análisis, mostró que en más del 80% de los casos, 

un aumento de la densidad de macrófagos se asocia con mal pronóstico, y 

el 20% restante se dividió entre los que no tienen efecto y los que tienen 

buen pronóstico. 

La participación de los macrófagos en el proceso angiogénico ha sido 

analizada en diversos estudios. 

En los cánceres de mama, distintos autores han demostrado una 

correlación de los macrófagos asociados a tumores de mal pronóstico, 

sobre todo si se asocia con la densidad microvascular208. Sin embargo, 

otros estudios clínicos sugieren que la acción negativa de los macrófagos 

no es tan clara, ya que hay casos en que los macrófagos se asocian con 

buen pronóstico125. 

 

Leek y cols.209, cuantificaron macrófagos usando la retícula de Chalkley 

en una serie de carcinomas de mama invasivos para investigar la relación 

entre la infiltración de macrófagos asociada al tumor, la angiogénesis y el 
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pronóstico. Encontraron una correlación positiva significativa entre el 

aumento de los macrófagos y una elevada densidad vascular, así como con 

una disminución de la supervivencia libre de recidiva y de la supervivencia  

general independiente. Sin embargo, en la comparación con otras 

variables pronósticas del tumor, incluyendo la edad, tamaño, estado 

ganglionar, grado, RE, y EGFR, no se observó correlación.  

Para estos autores, la infiltración de macrófagos puede ser un importante 

factor pronóstico en el carcinoma invasor de la mama, incluso más 

potente que el estado ganglionar, sugiriendo que los macrófagos pueden 

jugar un papel directo en la progresión de la enfermedad.  

Hemos advertido, en nuestro estudio, correlación entre el índice 

macrofágico y el tamaño y el grado histológico. En este sentido, 

coincidimos con Lee y cols.210, en cuya serie una infiltración difusa de 

macrófagos, se asocia con tumores de grado alto, necrosis tumoral, 

tamaño tumoral, y expresión de c-erbB-2. Sin embargo, también se 

encontró una débil correlación entre la intensidad de la inflamación y la 

vascularización, aunque principalmente debida a las células T y no a los 

macrófagos. Estos autores no consideran que exista una relación muy 

relevante entre inflamación, o infiltración macrofágica, y angiogénesis, lo 

que también apoya nuestros resultados. 

La ausencia de una clara asociación entre la intensidad de la inflamación y 

vascularización no excluye un posible papel de la inflamación en la 

angiogénesis. Por ejemplo, el marcador utilizado, CD68, es un 

panmarcador de macrófagos, que no distingue su localización ni su posible 

diferente función211. Por lo tanto, no distingue macrófagos  en reposo, 

presentadores de antígeno, en fagocitosis, o con actividad angiogénica. 

Existen evidencias de que los macrófagos necesitan ser activados antes 
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de que puedan inducir la angiogénesis212 y por lo tanto sólo una parte de 

los macrófagos tendrían un fenotipo angiogénico.   

Otros estudios han encontrado asociaciones entre los niveles altos de la 

infiltración de macrófagos y marcadores de mal pronóstico como el Ki-

67213, o han descrito una correlación positiva entre la infiltración de 

macrófagos y c-erbB2, y alto grado214. 

Uno de los problemas que existe para considerar la cuantificación de 

macrófagos eficaz como valor pronóstico es la variabilidad de su 

localización y densidad dentro de un tumor. 

Aunque en algunos casos, sobre todo en cánceres de mama, puede 

representar más del 50% de la masa tumoral, en general, representan una 

pequeña parte del tumor y se encuentran en espacios específicos 215. Se 

han demostrado al menos tres poblaciones separadas. La mayoría de los 

macrófagos se encuentran en el estroma que rodea el tumor, 

principalmente en el frente invasivo y también en las zonas avasculares124. 

Otra población está asociada con áreas de necrosis en tumores 

avanzados, donde tienden a acumularse alrededor de los bordes de las 

células que mueren. Una tercera población está alineada a lo largo de los 

vasos215. Para Lee y cols. la distribución de los macrófagos es 

generalmente difusa en todo el tumor, y es difícil encontrar los hot 

spots. Esta uniformidad de la distribución de los macrófagos en la 

mayoría de los tumores de su estudio, y en el de Kelly y cols. 210,216,  

sugiere que la densidad media de macrófagos (en lugar del contaje en hot 

spots) es una medida más razonable de la intensidad de infiltración de los 

macrófagos.  

También es necesario tener en cuenta que la cuantificación de 

macrófagos en un tumor extirpado representa una “foto fija” de ese 
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momento en la evolución de la neoplasia. En el estudio de Leek y cols209, 

una minoría de los tumores con baja angiogénesis se consideró que tenían 

un elevado recuento de los macrófagos y viceversa. Esto demuestra que 

los macrófagos no son una influencia necesaria en todos los tumores muy 

vasculares. Los tumores con alta densidad de macrófagos y baja 

angiogénesis pueden corresponder con los que aún no han desarrollado 

aumento de vascularización. Cuando existe una baja proporción de 

macrófagos y baja densidad vascular, posiblemente se trate de una etapa 

temprana en la inducción de angiogénesis, en tumores que posiblemente 

estén altamente vascularizados en una etapa posterior, cuando exista una 

densidad mayor de macrófagos. 

Por otro lado, la densidad de macrófagos en un tumor depende también 

de su agregación o dispersión. Los factores que inducen a la formación de 

agregados de macrófagos o “puntos calientes” no están claras, pero puede 

incluir necrosis e hipoxia. La angiogénesis ocurre en los puntos 

calientes136, lo que resulta biológicamente importante porque 

proporcionan una ruta a través del cual las células tumorales pueden 

hacer metástasis. Las células del tumor en las regiones no vasculares 

experimentan estrés hipóxico y/o pueden sucumbir a la muerte celular. A 

continuación, los macrófagos pueden migrar a estas áreas, 

quimiotácticamente siguiendo un gradiente de sustancias liberadas por 

las células con estrés, como VEGF, producidas por las propias células 

tumorales hipóxicas. Una vez en estas zonas de hipoxia, pueden llegar a 

ser angiogénicamente activos, y se ha demostrado experimentalmente 

que la hipoxia puede inducir la liberación de bFGF por los monocitos in 

vitro217. 
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El frente invasivo de los tumores es también proclive a la angiogénesis. Es 

sabido que los tumores de crecimiento por encima de un cierto tamaño 

requieren el establecimiento de un sistema vascular para proporcionar la 

nutrición y la eliminación de desechos tóxicos. De hecho, existen muchas 

evidencias de que hay un aumento dramático en la densidad de los vasos 

durante la transición benigno a maligno. 

Estudios experimentales en los que se produce un agotamiento de los 

macrófagos, se observa una reducción de aproximadamente un 40% en la 

densidad de vasos, incluso en los carcinomas avanzados. Este efecto 

sugiere que los macrófagos no sólo están involucrados en el inicio de la 

formación de los vasos en las zonas malignas del tumor, sino también en la 

remodelación de los vasos una vez formado124. 

Todos estos estudios refuerzan la idea de que los miembros del linaje de 

los monocitos y macrófagos juegan un papel importante en la angiogénesis 

tumoral. Los macrófagos producen VEGF-A en los cánceres de mama 

humanos, así como en varios modelos de ratones transgénicos de 

cáncer217. 

Así, una función de los macrófagos en los tumores es secretar VEGF-A, 

ya sea directamente o través de la  MMP9 que libera VEGF a la matriz 

extracelular, además de otros factores angiogénicos temporal y 

espacialmente que promueven la angiogénesis. Además, la localización de 

los macrófagos en el frente invasivo marcado por la angiogénesis sugiere 

que estas funciones de los macrófagos contribuirían a promover la 

difusión de las células tumorales a través de la formación de vasos más 

que ser el objetivo de intravasación de células tumorales218. 
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1ª) El incremento de la densidad de microvasos en el carcinoma de mama 

no es atribuible, al menos exclusivamente, a la secreción de VEGF-A 

por las células tumorales o por los macrófagos, o a la expresión de 

COX-2.  

 

2ª) La expresión de VEGF-A, tanto en células tumorales como 

macrófagos, está relacionada con la secreción de COX-2 por las 

células tumorales. 

 

3ª) La expresión de VEGF-A en células tumorales de carcinoma de mama, 

o en macrófagos asociados al tumor, o de COX-2, se encuentra 

escasamente relacionada con factores pronósticos adversos como la 

presencia de afectación ganglionar, el tamaño o el grado 

histopatológico.  

 

4ª) El tipo histológico de carcinoma de mama determina la expresión de 

algunos factores angiogénicos. Particularmente, los carcinomas de 

tipo lobulillar muestran escasa secreción de VEGF-A y, por el 

contrario, mayor expresión de COX-2, comparados con los carcinomas 

de tipo ductal común.  

 

5ª) Los hallazgos de nuestro estudio apoyan la existencia de una 

regulación hormonal de la secreción de factores angiogénicos en 

sentido negativo, basándonos en una menor expresión de VEGF-A en 

células tumorales o macrófagos, o de COX-2, en carcinomas de mama 

con receptores hormonales positivos. 

 



 

128 
 

6ª) La alteración molecular de p53, determinada por su expresión 

inmunohistoquímica, está presente principalmente en carcinomas 

con mayor expresión de VEGF-A en células tumorales y 

macrófagos, así como de COX-2, aunque se desconoce el mecanismo 

patogénico que pudiera subyacer en dicha asociación. 

 

7ª)   La densidad de macrófagos asociados al tumor es dependiente de la 

secreción tanto de VEGF-A, tumoral o macrofágica, como de COX-

2, y está incrementada en aquellos carcinomas con parámetros 

histopatológicos y estado de marcadores inmunohistoquímicos 

asociados a mayor agresividad, aunque no se ha demostrado una 

relación con la afectación ganglionar. 
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