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Capitulo 1

Introducciéon

1.1. Cancer de mama

1.1.1. Epidemiologia

El cancer de mama es el segundo céancer mas comin en el mundo (11,9 % de todos los tumores)
y el mas frecuente en las mujeres a nivel mundial con una estimacion de 1.670.000 casos nuevos
diagnosticados en 2012, correspondiendo a una tasa de 43 casos nuevos por 100.000 habitantes y
representando el 25 % de todos los tumores invasores diagnosticados en mujeres (excluyendo los
tumores cutaneos no melanomas) [1, 2]. Comparado con las estimaciones de 2002 [3] y de 2008
[4, 5], ha habido un aumento tanto en nimero de casos como en tasa de incidencia (1.152.000
y 40,4/100.000 en 2002, respectivamente; 1.384.000 y 42,3/100.000 en 2008). Se ha pronosticado
que la incidencia internacional de cdncer de mama en mujeres alcanzara aproximadamente los 3,2
millones de casos nuevos por ano en 2050. Actualmente es el cancer con la tasa de incidencia mas
alta en la mayoria de regiones del mundo (Figura 1.1), excepto algunos paises del este y noreste de
Africa asi como zonas de América Central y del Sur y el sureste de Asia (sobre todo India), donde
el cancer cervical es el mas comtn, mientras que la incidencia de cancer de pulmoén se estima mayor
en unos pocos paises incluyendo China y Vietnam [6]. Aunque es el cancer méas frecuente tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo, una ligera mayoria de casos ocurre en mujeres de
regiones menos desarrolladas. Las tasas de incidencia pueden variar hasta cerca de cuatro veces a
lo largo de las diferentes regiones del mundo, con indices que oscilan entre los 27 casos por 100.000

en Africa Central y en el este de Asia hasta los 96 por 100.000 en Europa occidental [2].

1
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Figura 1.1: (a) Tasa de incidencia mundial en hombres y mujeres, y (b) tasa de incidencia mundial

sblo en mujeres. Fuente: http://globocan.iarc.fr/.

El cancer de mama llega a ser la quinta causa de muerte en todo el mundo (522.00 muertes,
6,4 %) y sigue siendo la causa méas frecuente de muerte por cancer en las mujeres de las regiones
menos desarrolladas (324.00 muertes, un 14,3 % del total), pero actualmente es la segunda causa
de muerte por céncer en los paises desarrollados, con 198.000 muertes (15,4 % del total) después
del cancer de pulmoén (210.000 muertes). El rango de las tasas de mortalidad entre las diferentes
regiones del mundo (Figura 1.2) es menor que el de la incidencia debido a que la supervivencia es
més favorable en los canceres de mama de las regiones desarrolladas, con tasas que oscilan entre 6

casos por 100.000 habitantes en Asia oriental a los 20 casos por 100.000 en Africa occidental [2].

En Europa supone alrededor del 30 % de todos los tumores diagnosticados (méas de 400.000
casos) y el 17 % de las muertes oncologicas (sobre 130.000 muertes) corresponden a este tumor [7].
En Espana se observan cifras similares (30 y 16 %, respectivamente), estimandose en el afio 2012

mas de 25.000 casos nuevos y mas de 6.000 muertes por cancer de mama |8].

Hay multitud de factores que influyen en esta gran variacion regional en las tasas de incidencia
del cancer de mama, particularmente los relacionadas con el estilo de vida. Las mujeres en los
paises méas desarrollados tienden a tener menos hijos, dan a luz a mayor edad y suelen practicar
menos la lactancia materna, todo esto aumenta el riesgo de cancer de mama. Altos niveles de po-
blacién con obesidad, el consumo de alcohol, el uso de anticonceptivos orales y terapias hormonales
sustitutivas, junto con bajos niveles de actividad fisica, también pueden contribuir. El impacto de

los factores asociados al estilo de vida se refuerza por estudios de mujeres emigrantes de zonas con
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5-year prevalence
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Figura 1.2: (a) Tasa de mortalidad mundial en hombres y mujeres, y (b) tasa de mortalidad mundial

solo en mujeres. Fuente: http://globocan.iarc.fr/.

baja incidencia, las cuales han experimentado un aumento en el riesgo de padecer cancer de mama
cuando se han mudado a un pais mas desarrollado. También se ha observado un incremento en
la incidencia de cancer de mama a través de sucesivas generaciones de emigrantes. Asimismo, hay
que tener en cuenta la influencia de factores genéticos. La existencia de programas de screening en
los paises industrializados es la responsable del sobrediagnostico de algunos canceres que de otra
manera no hubieran sido detectados. Este hecho queda ilustrado en una revisiéon publicada de las
tasas de incidencia de varios paises incluyendo Reino Unido, Canada, Australia, Suecia y Noruega,
que muestra que después del brusco incremento coincidiendo con la introduccién del screening
poblacional, la incidencia se mantuvo significativamente més alta que la esperada en los siguien-
te anos. Finalmente, las bajas incidencias de cancer de mama citadas en algunos paises menos
desarrollados, pueden estar relacionadas con la proporcion de casos que se quedan sin diagnosticar
debido a la falta de medios diagnosticos y cuidados médicos. Esto se exacerba por la ausencia de un
sistema de registro de tumores exhaustivo en muchos de esos paises, lo que conlleva a la existencia

de datos incompletos, aunque esto también ocurre hasta cierto punto en regiones desarrolladas.

A nivel mundial, el 89 % de los canceres de mama se diagnostican a partir de los 40 anos. Esta
distribucion también varia de forma importante entre los paises més o menos desarrollados (95 % y
84 %, respectivamente) [6]. Solo alrededor del 6,6 % de casos se diagnostica en mujeres menores de
40 afios, 2,4 % en menores de 35 y 0,65 % en menores de 30 [9, 10]. Normalmente, los tumores en

pacientes jovenes son méas grandes, peor diferenciados, de un subtipo mas agresivo (como el triple
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negativo o el HER2 positivo), y se suelen presentar en un estadio mas avanzado, bien por ser un
subtipo bioldégicamente mas agresivo o por tener una baja sospecha y un diagnéstico tardio. Esto
se puede traducir en més recurrencias locorregionales y metastasis a distancia, lo que contribuye
a un peor desenlance de las mujeres jovenes con cancer de mama [11]. Como sugiere la disparidad
en la distribuicién por edad, estos tumores agresivos a edades tempranas comprenden una mayor

proporcion de casos en Asia y Africa en comparacion con Norteamérica o Europa [12, 13].

En cuanto al estadio, los datos internacionales sobre el estadio del cancer de mama en el
momento del diagnoéstico son limitados. Sin embargo, la informacién disponible sugiere que la
proporcién de casos diagnosticados en estadios tempranos es normalmente mucho mayor en los
paises mas ricos que en los menos desarrollados. Por ejemplo, mientras que el 50-60 % de los casos
diagnosticados en Estados Unidos y Australia fueron localizados, se ha calculado que tan sélo un
25% de canceres de mama se diagnosticaron en un estadio temprano en algunos paises menos
desarrollados [14]. Muchas de las diferencias entre los paises en cuanto a estadio en el diagnostico
se pueden atribuir directamente a la concienciaciéon ptublica asi como a la disponibilidad y uso
de los programas de screening de cancer de mama. Otro factor principal es la disponibilidad y la
calidad de los servicios de atenciéon primaria; aun cuando se detecten de forma temprana en las
mujeres en paises poco desarrollados, pueden recibir un tratamiento retardado o inadecuado. Por
otro lado, otro factor que probablemente contribuye a algunas de las diferencias internacionales en

cuanto al estadio, es el sobrediagnostico en los paises mas desarrollados.

En general, las tasas de incidencia se han mantendio estables en los paises europeos, pero
han aumentado gradualmente entre las mujeres entre 50 y 69 anos, excepto en Suecia donde ha
habido una disminucién importante en este grupo de edad desde 2002 en adelante. En los Estados
Unidos también se han estabilizado después de un descenso brusco entre 1999 y 2003, mientras
que en Canada y Australia han ido descendiendo (siendo sélo significante en el grupo de 50 a
69 anos). Por el contrario, se ha observado un gran aumento en las tasas de incidencia en Japon
y Hong Kong. Los datos publicados sobre la tendencia muestran que la incidencia de cancer de
mama ha ido creciendo rapidamente en otros paises asiaticos, como Singapur, Taiwan, Republica
de Corea, China, Tailandia, Shangai e India, en mujeres de todas las edades, siendo mas importante
a partir de los 50 afios. Los factores que han ayudado al incremento en las tasas de incidencia del
cancer de mama incluyen la introduccion de los programas de screening poblacionales usando la
mamografia (sobre todo en relacion con las tendencias entre las mujeres de 50-69 afios), asi como
la creciente prevalencia de los facotres de riesgo conocidos como la obesidad, pubertad a edad

temprana, excesivo consumo de alcohol, actividad fisica reducida y tener hijos con mayor edad (o
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no tenerlos). En cambio, la significativa disminucién en la incidencia en el grupo de edad entre 50
y 69 anos observada en varios paises desarrollados en la iltima década, parece ser consecuencia de
la reduccion en el uso de terapias hormonales sustitutivas, resultado de un gran ensayo prospectivo
randomizado. Otras posibles razones para este descenso en la incidencia de cancer de mama incluyen
el estancamiento en la participacion en el screening mamografico y la disminucién del grupo de
casos que se diagnosticaban por screening antes de que fueran sintomaticos. Aparte de por el
crecimiento de la poblacién, se espera que las tasas de incidencia se eleven mucho mas en muchos
paises poco desarrollados debido al aumento en la esperanza de vida junto con la adopcion de
un estilo de vida mas occidentalizado, incluyendo mayor consumo de alcohol, menos actividad y

retraso de la maternidad.

La tasa de supervivencia en el cancer de mama es mas alta que en otros tipos de cancer, con la
mayoria de pacientes vivas al menos 5 anos después del diagnostico en los paises desarrollados. Sin
embargo, muchas de ellas sufren recurrencias y metastasis tardias. Como ejemplo, la supervivencia
relativa de mujeres con cancer de mama en Europa disminuy6 del 82 % después de 5 anos al 72 %
después de 10 anos. Uno de los factores decisivos més importantes en la supervivencia es el estadio
en el momento del diagnoéstico, junto con otros como el tamano tumoral y la existencia de metastasis
ganglionares o a distancia. En Estados Unidos, para mujeres con cancer de mama entre 2001 y 2007,
la supervivencia relativa a los 5 afios variaba de entre el 99 % para los tumores localizados hasta
el 23 % para las pacientes con metéstasis a distancia. A través de todo el mundo se han registrado
resultados similares. Otros factores pronodsticos y predictivos que se han asociado a una mejor
supervivencia son tener entre 40 y 69 afios al diagnostico, bajo grado tumoral (bien diferenciado),
ausencia de comorbilidades (tales como enfermedad cardiovascular, diabetes y otros canceres), perfil
genético favorable, no sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano
tipo 2 (HER2/neu) y presencia de receptores de estrogenos y progesterona positivos. Hay que ser
cauteloso a la hora de comparar la supervivencia a nivel internacional debido a la variacién de
factores como el periodo de tiempo considerado, el tamano poblacional, la calidad de los datos,
el método estadisticojaun asi, esta claro que existen diferencias considerables en el pronostico del
cancer de mama entre los diferentes paises. En los més desarrollados, las supervivencia tiende a ser
mayor (entre el 85 % y el 90 %) en Norteamérica, Australia, Japon y el norte de Europa, y més baja
(entre el 75% y el 80 %) en el este de Europa y el Reino Unido. Los datos limitados disponibles
sobre Asia, Africa y Sudamérica, generalmente indican tasas de supervivencias mucho mas bajas
que en los paises ricos, aunque existen algunas excepciones. Muchas de las variaciones actuales entre

los paises en cuanto a la supervivencia probablemente se deban a desigualdades en el acceso a los
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programas de deteccién precoz y a un tratamiento adecuado. En los paises menos desarrollados
también existen barreras educacionales y culturales que a menudo llevan a una deteccién tardia de
la enfermedad, tales como la falta de conocimiento sobre el cancer de mama, la creencia errénea
de que se trata de una enfermedad incurable o contagiosa, el estigma de sufrir una mastectomia y

el miedo al rechazo por parte de la pareja o la comunidad [15].

Se han registrado mejorias en supervivencia continuas y significativas para el cancer de ma-
ma en Norteamérica, Europa y Australia en las ultimas décadas, y generalmente, en todos los
grupos de edad (aunque en diferentes cantidades). Varios estudios de diferentes partes del mundo
han indicado que estas mejorias se deben a la combinacion de un diagnoéstico precoz (debido al
screening con mamografia de pacientes asintomaticas) y a los avances en el tratamiento. También
existen evidencias emergentes de mejoras en la supervivencia del cancer de mama entre mujeres
de algunos paises asiaticos desde principios y mediados de los anos 90, a pesar de las barreras

mencionadas anteriormente.

Aunque la mayoria de las muertes por cdncer de mama ocurren en los paises menos desarrollados
(269.000 o el 59 %), el indice de mortalidad es normalmente méas alto entre los paises méas ricos
(11,8 y 17,1 muertes por 100.000, respectivamente). Desde finales de los 80 y principios de los 90,
ha habido una tendencia generalizada a la disminuciéon de las tasas de mortalidad de cancer de
mama de entre un 2% y un 3% por ano en Norteamérica, algunas partes de Europa y Australia,
lo que contrasta con el rapido incremento de mortalidad sufrido en algunos paises de Asia, Africa

y el centro y sur de América.

1.1.2. Etiologia

La etiologia del cancer de mama es multifactorial y los factores de riesgo més importantes
son la edad, factores familiares y reproductivos. El estilo de vida y los desequilibrios hormonales
también influyen en el riesgo de cancer de mama aunque los datos son todavia inconsistentes y no

concluyentes [16].

Edad

El envejecimiento es unos de los factores de riesgo mas importantes en el desarrollo de nuevos
canceres de mama. La incidencia de cancer de mama tiene una curva de edad caracteristica, con

una estimacion del 64 % en mujeres a partir de los 55 anos.
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Factores reproductivos

Los factores reproductivos a lo largo de la vida se han considerado desde hace méas de medio
siglo factores de riesgo. El riesgo de cancer de mama se incrementa con una menarquia temprana,
nuliparidad, aumento en la edad del primer embarazo y menopausia tardia.

El cancer de mama ocurre con mas frecuencia entre mujeres que han tenido una menarquia
temprana. Cada ano de retraso en la aparicion de la menarquia se asocia con una reduccion del
5% en el riesgo de desarrollar cAncer de mama a lo largo de la vida. Se considera que el comienzo
de la menarquia a los 11 anos o menos es un factor de riesgo probado, y el comienzo a los 15 anos
0 més es un factor protector.

En cuanto a la maternidad, es méas frecuente el cancer de mama en mujeres nuliparas o en las
que tienen su primer hijo a edades mas tardias. Tener al menos un hijo se asocia con una reduccién
del riesgo de desarrollar cancer de mama a largo plazo. Este efecto protector se incrementa con el
numero de hijos y cada nacimiento reduce el riesgo relativo una media del 7 %. Esta disminucion
del riesgo es mayor cuando se tienen hijos a edades jovenes, asi las mujeres que tienen su primer
hijo antes de los 20 anos tienen un 30 % menos de riesgo que las que los tienen después de los 35.

Durante anos se consider6 la lactancia como un importante factor protector frente al cancer
de mama, pero en los ultimos anos se le estd restando importancia. Los resultados de varios
estudios epidemiolégicos se mantienen inconclusos, indicando tanto que no existe asociaciéon como
que existe un débil efecto protector [17]. Parece que su impacto se relaciona mas con la duracion de
la lactancia, preferiblemente de al menos 2 anos, suponiendo, segiin algunos autores, un descenso
del riesgo del 4 % por cada 12 meses de lactancia [18].

Por ultimo, la menopausia a edades tardias también aumenta el riesgo de cancer. Asi, cada ano
de retraso en la aparicion de la menopausia, se asocia con un incremento del 3% en el riesgo. Y es
que, aunque el riesgo de cancer es mayor con la edad, hay un importante descenso en la tasa de

riesgo elevado a edades después de la menopausia.

Estilo de vida

Se han asociado un gran ntimero de factores sobre el estilo de vida con el cancer de mama,
entre ellos la dieta, obesidad, consumo de alcohol y tabaco.

El alcohol es un factor de riesgo bien establecido y en algunos estudios se estima que entre
bebedoras de alcohol el riesgo de caAncer de mama se eleva un 30 %. Por cada 10g adicionales de
alcohol por dia, el riesgo aumenta aproximadamente un 7 %. En varios estudios prospectivos, la

ingesta elevada de acido félico parece mitigar por completo el excesivo riesgo debido al alcohol.



8 1.1. CANCER DE MAMA

En cuanto al tipo de dieta, algunos estudios han investigado la relacién entre el consumo de
carne y lacteos con el cancer de mama, pero se han obtenidos resultados conflictivos. En algunos
se ha encontrado un aumento del riesgo de cancer con el consumo de carne, lacteos y grasas en la
dieta, pero en otros no se ha observado ninguna asociaciéon. Por otro lado, para algunos autores,
la ingesta de fibra parece tener un efecto protector frente al cancer de mama, pero en estudios

posteriores tampoco se ha encontrado asociacion entre ellos.

La obesidad se relaciona con un aumento del riesgo de cancer de mama en mujeres postmeno-
pausicas, particularmente el efecto de grandes aumentos de peso a partir de los 18 afios, con un 2 %
de incremento por unidad de IMC. Esto parece deberse al elevado nivel de estrogenos presentes en

las mujeres obesas.

La actividad fisica parece tener un efecto protector, aunque se comience después de la meno-
pausia. Las mujeres mas activas fisicamente tienen un 20-40 % menos de riesgo de cancer, indepen-

dientemente de su estatus menopéusico y del tipo e intensidad de la actividad.

Después de muchas investigaciones, la relaciéon entre el tabaco y el cancer de mama permanece
controvertida, siendo para unos autores un factor de riesgo mientras que para otros no ejerce

ningin efecto.

Estado hormonal

Se relaciona un mayor riesgo de cancer de mama en mujeres expuestas a hormonas exdgenas,
tales como el uso de anticonpectivos orales y terapia hormonal sustitutiva. Los anticonceptivos
orales pueden producir un leve incremento en el riesgo de cancer de mama en las mujeres que los
usan durante mucho anos, aunque esto parece ser un efecto a corto plazo. En varios estudios se
ha observado que las mujeres que toman actualmente tratamiento anticonceptivo combinado (con
estrogenos y progesterona) tienen un riesgo relativo similar al observado después de 10 afios o méas de

haber dejado de usarlo (1,24 y 1,01, respectivamente), pero los datos siguen siendo contradictorios.

El uso de terapia hormonal sustitutiva (THS) también ha sido un &rea controvertida en el
estudio del cancer de mama. Algunos estudios confirman un aumento en el riesgo cancer al usar
THS de hasta un 26 % tras 5,2 afios de tratamiento, independientemente del tipo de terapia. Otros
estudios maés recientes informan que los tratamientos a largo plazo que contienen progesterona son

més perjudiciales que los que s6lo usan estrogenos.
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Factores genéticos

Las mujeres con historia familiar de cancer de mama tienen mayor riesgo de desarrollarlo. Se
ha estimado que tener un familiar de primer grado con cancer de mama aumenta el riesgo en un
80 %, dos familiares de primer grado practicamente lo triplica, y si se tienen 3 o mas, el riesgo
se cuadruplica. Generalmente se trata de una herencia autosémica dominante con penetrancia
limitada. El niimero de genes implicados en el cdncer de mama todavia no se conocen pero si se
han identificado las dos mutaciones mas comunes, en los genes BRCA1 y BRCAZ2, localizadas en
los cromosomas 17q y 13q-12-13, respectivamente, y que son los responsables de aproximadamente
dos tercios de los carcinomas familiares y del 5% de todos los casos. Se cree que la frecuencia
en la poblacion es de 1,2 por 1000 mujeres. El riesgo de desarrollar cancer en los portadores de
la mutacion de BRCA1 y BRCA2 es del 80-85 %, siendo del 65% a los 70 anos en portadoras
de la mutacion BRCA1 y del 45% en las de BRCA2 [16]. Las alteraciones del BCRA1 también
predisponen al cancer de ovario y posiblemente al de trompa de Falopio. Los carcinomas asociados
a la mutacion de BRCA1 en un alto porcentaje, suelen tener caracteristicas medulares, siendo
tumores de alto grado, mitéticamente muy activos, con patrén de crecimiento sincitial, méargenes
pujantes, necrosis confluente y negatividad para receptores de estrogenos. Asi, aquellas mujeres en
las que se detecta mutacion de estos genes pueden ser sometidas a un seguimiento riguroso o a una

mastectomia profilactica.

1.1.3. Localizacion

El carcinoma de mama surge del epitelio mamario y méas frecuentemente de las células epitelia-
les de la unidad ductolobulillar terminal (UDLT)[19]. Se describe una ligera mayor frecuencia de
afectacion en la mama izquierda, llegando en algunas series a alcanzar un 13 % més. Aproximada-
mente el 50 % de los tumores aparecen en el cuadrante superoexterno, 17 % en la region central (a
menos de 1 cm de la areola), 15 % en el cuadrante superointerno, 10 % en el inferoexterno, 5 % en
el inferointerno y el 3% son difusos. Estas diferencias de frecuencia entre los cuadrantes parecen

deberse a la cantidad de parénquima mamario existente en cada region [20].

1.1.4. Diagnoéstico
Sintomas y signos

La mayoria de mujeres con cancer de mama se presentan con sintomas, aunque gracias a la

introduccién de los programas de screening, cada vez es mayor el porcentaje de casos que se detectan
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en pacientes asintomaticas mediante mamografias. El cAncer de mama no tienen signos ni sintomas
especificos que permitan distinguirlo de forma fiable de algunas patologias benignas de mama. No
obstante, la frecuencia es diferente segun la edad, siendo las patologias benignas més frecuentes en

mujeres jovenes y el cancer la causa més comin de sintomas en mujeres mayores.

Los hallazgos sintomaticos mas frecuentes son ndédulos en la mama, que pueden estar asociados
o no con dolor. Las anomalias en el pezon son menos comunes (secrecion, retraccion, distorsion o
eczema) y otras formas de presentacion son mas raras. Las anomalias en la mama se deben evaluar
mediante examen clinico, pruebas de imagen (mamografia o ultrasonidos) y una muestra de tejido,
bien con citologia por puncién con aguja fina o con biopsia por puncién con aguja gruesa.

El examen clinico, particularmente la palpacion, es el método tradicional de detecciéon y eva-
luacién de patologia mamaria. Es una técnica sumamente util y practica, ya sea realizada por
el médico como por la propia paciente. Sin embrago, su sensibilidad y poder discriminatorio son
limitados. Sélo el 60 % de los tumores detectados por mamografia son palpables. El examen debe
ser sistematico y tener en cuenta la naturaleza del bulto y si existen hundimientos en la piel o
cambios en el contorno del pecho. Es importante examinar también la axila para la deteccion de

ganglios linfaticos sospechosos.

Pruebas de imagen

El uso generalizado de la mamografia ha cambiado radicalmente el abordaje diagnoéstico del
cancer de mama y es que con esta técnica se pueden detectar tumores extremadamente pequenos
(de 1 a 2 mm). Las imagenes mamograficas del cancer de mama son variadas e incluyen masas bien
definidas, mal definidas y espiculadas, deformidad en el parénquima y presencia de calcificaciones,
con o sin masa. El hallazgo mas frecuente es una masa tumoral sin calcificaciones. La incidencia de
calcificaciones en el carcinoma es del 50 % al 60 %, y en patologia benigna del 20 %. Los hallazgos
mamogréficos se informan, de forma universal, mediante el sistema BI-RADS (Breast Imaging
Reporting and Data System/ Sistema de informes y registro de datos de imagen de la Mama),

creado por el Colegio Americano de Radiologia en 1992.

Es importante realizar mamografias, excepto en mujeres menores de 35 afos, donde casi nunca
tienen valor, al menos que exista una alta sospecha clinica o evidencia de malignidad en el teji-
do/biopsia. Hay que tener en cuenta que una mamografia negativa no descarta la posibilidad de la
presencia de un carcinoma, ya que alrededor del 20 % de los tumores palpables no son detectados

con esta técnica. La incidencia de falsos positivos es cercana al 1 % [20].
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1.1.5. Tipos histologicos

A pesar del gran avance en los ultimos anos en el estudio de la patologia y la biologia molecular
del cancer de mama, todavia no se ha llegado a una clasificacién definida a nivel molecular de los
tumores de mama, de forma que la clasificaciéon histologica tradicional basada en la morfologia
microscopica sigue siendo de referencia para patologos y clinicos. La clasificacion de los tumores
de mama de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es la més usada y abarca no so6lo los
carcinomas invasores de mama, también las lesiones precursoras, lesiones de bajo potencial maligno,
proliferaciones epiteliales benignas, neoplasias fibroepiteliales, mioepiteliales y mesenquimales, asi

como otros tumores [21].

Se consideran lesiones precursoras al carcinoma ductal in situ y a la neoplasia lobulillar, que
abarca al carcinoma lobulillar in situ y a la hiperplasia lobulillar atipica. El carcinoma lobulillar
in situ se divide a su vez en carcinoma lobulillar in situ clasico y en pleomorfico. El carcinoma

microinvasor se clasifica como tumor epitelial.

Tradicionalmente los carcinomas invasores se dividian en dos categorias principales, tipo ductal
y lobulillar, existiendo también formas mixtas e intermedias. El término ductal se debe tomar para
implicar que el tumor surge o afecta a un ducto, y de forma similar se supone la relaciéon del
carcinoma lobulillar con el lobulillo. Pero distintos estudios indican que en realidad ambos tumores
surgen del mismo segmento de la glandula mamaria (por ejemplo, la UDLT), aunque ciertamente,
la mayoria de carcinomas ductales afectan preferentemente a estructuras con apariencia de ductos,

v los lobulillares afectan al lobulillo.

En la actualidad, el carcinoma ductal ha pasado a denominarse carcinoma invasor de tipo
no especifico en la ultima clasificacion de la OMS. Este carcinoma es el més frecuente de todos,
representando aproximadamente el 75 % de todos los casos. Dentro de este tipo histologico nos
encontramos varias variantes menos comunes: carcinoma pleomorfico, carcinoma con células gi-
gantes estromales de tipo osteoclasto, de caracteristicas coriocarcinomatosas y de caracteristicas

melanéticas.

El carcinoma lobulillar también se divide en diferentes tipos: cléasico, solido, alveolar, pleomor-

fico, tubulolobulillar y lobulillar mixto, siendo el tipo clésico el més comun de ellos.

Fl resto de los carcinomas invasores son menos comunes y se distinguen por sus caracteristicas
citoarquitecturales: carcinoma tubular, carcinoma cribiforme, carcinoma mucinoso, carcinoma con
caracteristicas medulares, carcinoma con diferenciacién apocrina, carcinoma con diferenciacién en

células en anillo de sello, carcinoma micropapilar invasor, carcinoma metaplasico de tipo no especial.
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Y existe otro grupo clasificado como tipos raros: carcinoma con caracteristicas neuroendocrinas,
carcinoma secretor, carcinoma papilar invasor, carcinoma de célilas acinicas, carcinoma mucoe-
pidermoide, carcinoma polimorfo, carcinoma oncocitico, carcinoma rico en lipidos, carcinoma de
células claras rico en glucogeno, carcinoma sebéceo y tumores de tipo glandula salival/anejo cuta-
neo (el cilindroma y el hidradenoma de células claras).

Los carcinomas de tipo mixto se componen de un patrén especializado en al menos el 50 % del

tumor y de otro patrén no especializado entre el 10 % y el 49 %.

1.1.6. Receptores hormonales

Un progreso crucial en la evaluacion del cdncer de mama ha sido la determinaciéon de los
receptores hormonales (estrogenos y progesterona), ya que su presencia en el tejido tumoral se
relaciona tanto con la respuesta a la terapia hormonal como a la quimioterapia. Para ello se realiza
una tincién inmunohistoquimica y se evaltan dos parametros, el nimero de niicleos de células
tumorales tenidos y la intensidad de la tincién. El primero se expresa en porcentaje, teniendo en
cuenta el total de la poblacién tumoral, y el segundo se valora como negativa, débil, moderada o
intensa [20].

Normalmente, las concentraciones del receptor de estrogenos son méas bajas (y las de andro-
genos més altas) en tumores de mujeres premenopausicas que en las postmenopausicas. Fisher
et al. encontraron una asociacion significativa entre la presencia de receptores de estrogenos y el
bajo grado histolégico, ausencia de necrosis tumoral, presencia de marcada elastosis tumoral, y
pacientes de mayor edad [22]. La positividad para receptores hormonales se relaciona también con
inmunoreactividad para bcl-2 y ausencia de mutaciones de p53, y se correlaciona inversamente con
la presencia de receptores del factor de crecimiento epidérmico.

Hay que senalar que la mayoria de las células del carcinoma de mama tienen también receptores
para androgenos, y se pueden encontrar en ausencia de receptores de estrogenos y progesterona.

De hecho, parece que son méas frecuentes en tumores estrogenos negativos [20].

1.1.7. HER2/neu

HER2/neu (c-erbB-2) es un oncogén que codifica una glicoproteina transmembrana con activi-
dad tirosinquinasa conocida como p185 o HER2, y que pertenence a la familia de los receptores del
factor de crecimiento epidérmico. HER2 es un miembro de la superfamilia HER que esta compues-
ta por receptores tirosinquinasa involucrados en la regulacion de la proliferaciéon y supervivencia

de las células epiteliales y que se compone de cuatro receptores: HER1 (receptor del factor de
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crecimiento epidérmico (EGFR)), HER2 (neu, c-erbB2), HER3 y HER4. A HER2 se le considera
un receptor huérfano ya que no tiene ligando conocido, al contrario que el resto de los receptores
de la familia HER [23].

HER2/neu es un oncogén que favorece la proliferacion, migracion e invasion en el cancer de
mama. Este gen se encuentra amplificado en un 25-30 % de estos canceres y se relaciona con la
sobreexpresion de la proteina HER2. Su sobreexpresion aumenta el potencial metastatizante de
las células tumorales, se asocia con resistencia a citotéxicos, asi como a caracteristicas histologi-
cas peculiares (alto grado histologico, aumento de la actividad mitotica y ausencia de receptores
hormonales), presentando estas pacientes una mortalidad mas alta en estadios tempranos de la
enfermedad, recaida en menor tiempo y una incidencia elevada de metastasis [24]. Se puede de-
terminar mediante inmunohistoquimica o FISH, existiendo una buena correlacion entre ambos
métodos. Se recomienda empezar realizando la tincién inmunohistoquimica. Si los resultados son
3+ 0 0, la determinacién se puede parar aqui con seguridad (ya que su correlacion con FISH es
cercana al 100 %), pero si se obtiene un resultado de 1+ o 2+, se recomienda realizar el estudio
mediante FISH.

Actualmente, ha mejorado drasticamente el curso clinico de las pacientes con HER2 positivo
gracias a la introduccion de tratamientos con anticuerpos monoclonales anti-HER2 (trastuzumab,
lapatinib, pertuzumab) convirtiéndose el HER2 en una importante diana terapéutica, aunque no
todas las pacientes responden bien, existiendo un 15% de recaidas [23]. La sobreexpresion de
HER2/neu es un buen predictor de la respuesta a trastuzumab (Herceptin), pero no lo es de la
respuesta a quimioterapia o de la supervivencia global.

En cuanto a su relacion con los tipos tumorales, se encuentra en casi todos los casos de carcinoma
ductal in situ de alto grado (tipo comedo), en el 20% al 30% de los carcinomas invasores no

especificos, y en un menor porcentaje en los carcinomas lobulillares invasores [20].

1.1.8. Subtipos moleculares

El carcinoma de mama ya no se considera una sola entidad, sino que representa un grupo de
tumores que muestra un comportamiento biolégico muy diverso y una gran variabilidad clinicopa-
tologica. La clasificacion histologica actual de los carcinomas de mama no refleja la heterogeneidad
de los tumores en su comportamiento bioldgico ni permite identificar los pacientes que presentaran
mejores respuestas y beneficios con las diferentes modalidades terapéuticas. Actualmente se asume
que la diversidad clinica y pronéstica de los carcinomas que son semejantes y homogéneos en cuanto
a sus factores pronodsticos clasicos, se establece a nivel molecular, al expresar distintos genes que

les confieren variabilidad biologica y pronostica [25].
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Durante los ultimos anos, el estudio de estos genes mediante microarrays de ADN, ha hecho
posible, por un lado, comprender el comportamiento bioloégico del cancer de mama y, por otro lado,
individualizar el prondstico y el tratamiento de algunos pacientes [26]. El avance de las tecnologias
de analisis gendémico ha permitido clasificar los carcinomas de mama en cinco subtipos: luminal A

y B, HER2-positivo, basal y similar a la mama normal [25, 27].

Los carcinomas de mama de tipo luminal son los subtipos con mejor pronéstico y se caracterizan
por expresar el gen del receptor estrogénico, genes asociados (LIV1 y ciclina D1) y queratinas
de bajo peso molecular (CK7, CK8, CK18, CK19, etc.), de forma semejante al epitelio luminal
de los conductos mamarios [28]. La gran diferencia biologica entre los tumores luminal A y B
radica en su capacidad proliferativa, incluyendo genes como CCNB1, MKI67 Y MYBL2, que se
expresan mas en los tumores luminal B que en los luminal A, considerandose los primeros de
peor pronostico que los segundos [29]. Al expresar receptores de estrogenos (RE), estos tumores
pueden tratarse con tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa pero muestran una baja respuesta

a la quimioterapia neoadyuvante.

El carcinoma de mama HER2-positivo muestra expresion aumentada de genes asociados a c-
erbB-2 y suele asociarse a otros marcadores de mal prondstico, incluyendo alteraciones de otros
genes como toposiomerasa II alfa, GATA4, genes de angiogénesis y proteolisis. Aunque muestran
una mejor respuesta a la quimioterapia y cerca de 50 % responde al tratamiento con trastuzumab,

el pronéstico es malo.

El subtipo basal se caracteriza por la sobreexpresion de citoqueratinas caracteristicas de la
capa basal (CK5/6, CK14, CK17) y la expresion de genes relacionados con la proliferacion celular.
Estos tumores suelen presentar mutaciones en el gen oncosupresor p53, sobreexpresan el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y se caracterizan por la ausencia de expresion de
RE, de genes relacionados, y de HER2. Este subtipo se asocia a la mutacion BRCA1 y presenta el

comportamiento mas agresivo a pesar de su alta sensibilidad a la quimioterapia.

El carcinoma de mama de subtipo normal comparte caracteristicas del tejido mamario normal,
muestra una fuerte expresion de genes normalmente expresados en el tejido adiposo y baja expresion

de genes epiteliales luminales.

Aunque actualmente se considera que el anélisis de los perfiles de expresion génica constituye
la mejor forma de clasificar los carcinomas de mama, en la mayoria de los hospitales su uso se
encuentra limitado ya que son técnicas caras y dificiles de aplicar en material parafinado. En la
practica, la mayor parte de los diagnosticos de rutina se realiza mediante hematoxilina-eosina (HE)

y técnicas de inmunohistoquimica (IHQ). Diversos estudios sugieren que, con un limitado nimero
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de marcadores inmunohistoquimicos(RE, RP, c-erbB-2, queratinas basales o de alto peso molecular,
queratinas luminales o de bajo peso molecular, p63 y EGFR como marcadores méas relevantes)|30,
31, 32|, se pueden catalogar los carcinomas de mama en subtipos equivalentes a aquellos basados en
perfiles de expresion génica. La ventaja del estudio THQ es que utiliza marcadores que se encuentran
disponibles en la mayoria de los servicios de Anatomia Patoldgica y puede aplicarse sobre material
archivado del que se puede obtener informacién clinica y evolutiva.

Pese a que todavia no se ha establecido claramente la mejor combinacién de biomarcadores
para THQ), la clasificaciéon méas aceptada por la mayoria de los autores se basa en la expresion de
receptores de estrogenos (RE), receptores de progesterona (RP) y HER2, asi como en la expresion
de proteinas caracteristicas de las células basales/mioepiteliales (CK5/6, CK14, p63 y EGFR). De

acuerdo con el estado de estos marcadores se definieron cinco subtipos [28]:
= Luminal A: RE+, RP+/-, HER2-.
= Luminal B: RE+, RP+/-, HER2+.

= HER2: RE-, RP-, HER2 +.

Basal-like o triple negativo: RE-, RP-, HER2- y CK5/6+, CK14+, p63+ y/o EGFR+.
= Normal o triple negativo-no basal: RE-, RP-, HER2-, CK5/6-, CK14-, p63- y/o EGFR-.

Esta clasificacion inmunohistoquimica, al igual que la realizada mediante estudios genoémicos,
proporciona un mayor entendimiento de la hetereogenicidad del cancer de mama, muestra las di-
ferentes caracteristicas clinicopatologicas y distintos patrones de supervivencia, e informa sobre la
respuesta terapéutica. En combinacién con los parametros pronosticos tradicionales, los subtipos
moleculares definidos por IHQ pueden, no solo ayudar a los clinicos a evaluar el riesgo de recu-
rrencia, patrones de recurrencia y lugar de preferencia de la recurrencia en cada paciente de forma
individual, sino que también mejorar nuestro conocimiento de la biologia y evolucién del tumor.

Asf mismo, se puede usar para determinar tratamientos dirigidos y estrategias de seguimiento [33].

1.1.9. Diseminacién y metastasis

El carcinoma de mama se extiende por invasion directa, por la via linfatica y por la via hemato-
gena. Algunas metastasis estan ya presentes en el momento del diagnostico, y otras se manifiestan
clinicamente en meses, anos o décadas después del tratamiento inicial.

La invasion local puede ocurrir en el propio parénquima mamario, pezon, piel, fascia, musculo

pectoral u otras estructuras de la pared toracica, bien por extension directa del estroma o por los
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vasos linfaticos intramamarios, y posiblemente también a través de los espacios presentes en los
focos de hiperplasia pseudoangiomatosa estromal. El grado de invasiéon local es normalmente mayor
en los carcinomas lobulillares y sus variantes, presumiblemente debido a la pérdida de E-cadherina
en las células tumorales. Se ha encontrado invasiéon del pezén en el 23 % al 31 % de los carcinomas
invasivos clinicamente detectables, la mayoria se trataba de tumores localizados a menos de 2,5 cm

del pezon.

La recurrencia local tras mastectomia aparece como ndédulos en la cicatriz o cerca de ella, o
como nddulos subcuténeos paraesternales. Aunque las mujeres con recurrencias locales suelen tener
mas riesgo de metéastasis a distancia, parece que se trata de dos hechos independientes que ocurren

en diferentes momentos.

Las dos estaciones linfaticas que tipicamente se afectan en un carcinoma metastasico son la
cadena ganglionar axilar y la mamaria interna, considerandose el area supraclavicular una extension
de la primera. Las metastasis en los ganglios axilares se presentan en el 40 % y el 50 % de los casos
detectables clinicamente y se dividen en niveles segiin su localizacién en relacién con la insercion
del musculo pectoral menor: nivel bajo o proximal, medio y alto o distal. Cuando estan afectados
extensamente se pueden detectar clinicamente mediante palpacion, pero el margen de error es alto.
La afectaciéon de los ganglios supraclaviculares esta presente en cerca del 20% de las pacientes
con metéastasis axilares, pero es casi cero en los casos sin compromiso axilar. La cadena mamaria
interna se extiende por el borde anterior de los espacios intercostales, al lado de la arteria toracica
interna. La incidencia total de afectacion en los carcinomas detectables clinicamente es del 22 %.
Se afecta en menos del 1% de los tumores localizados en la mitad externa de la mama y ganglios
axilares negativos, aproximadamente el 20 % en los de la mitad interna y axila negativa, alrededor
del 30 % en los de la mitad externa y metéstasis axilar, y méas del 50 % en los tumores de la mitad

interna y ganglios axilares positivos.

Las metastasis a distancia mas frecuentes son en huesos, pulmén y pleura, higado, ovario,
glandula suprarrenal y sistema nervioso central (incluyendo leptomeninges y ojos). La meningitis
carcinomatosa es un patron de diseminacion particularmente devastador. Las metastasis difusas
en el bazo son muy raras, pero pueden ocurrir y causar una purpura trombocitopénica idiopatica.
El carcinoma lobulillar (incluyendo la variante de células en anillo de sello) tiene tendencia a
metastatizar en la cavidad abdominal, particularmente en el tracto gastrointestinal, ovarios y en

las superficies serosas.
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1.1.10. Gradaciéon del carcinoma invasivo

El carcinoma invasor no especifico y todos los otros tipos de tumores invasivos se gradan
rutinariamente teniendo en cuenta la formacion de tubulos/glandulas, el pleomorfismo nuclear y el
ntmero de mitosis. Ya desde los anos 20 y 30, muchos estudios han demostrado una clara asociacién
entre el grado histolégico y la supervivencia. Ahora se considera un importante factor pronostico y
siempre hay que incluirlo en el informe histolégico. La evaluacion del grado histolégico se ha vuelto
cada vez mas objetiva gracias a las modificaciones efectuadas sobre el método se Patley y Scarff,
primero por Bloom y Richardson y méas recientemente por Elston y Ellis. Esta ultima, conocida

como el sistema de puntuacion histologica de Nottingham es la que se utiliza en la actualidad.

Meétodo de gradacién

El grado histolégico combinado de Nottingham evaltia la cantidad de formacién tubular, la
extension del pleomorfismo nuclear y el indice mitotico (el nimero de mitosis). A cada variable se

le da una puntuacién de 1 a 3, para asegurarse de que cada factor se valora individualmente.

Para la valoracon de la formaciéon de tubulos, se tiene en cuenta qué porcentaje del area del
tumor presenta estructuras glandulares (diviéndose los 3 valores en mas del 75 % de 4area, entre el

10% y el 75 %, y menos del 10 %), siendo mayor la puntuacién cuanto menos porcentaje exista.

El pleomorfismo nuclear se valora tomando como referencia la regularidad del tamano y forma
nuclear de las células epiteliales normales del tejido adyacente al tumor. La irregularidad creciente
del contorno nuclear y el ntiimero y tamano del nucleolo son caracteristicas que también nos ayudan

a valorar el pleomorfismo.

La puntuacién de las mitosis se determina por el ntimero de figuras mitdticas encontradas en
10 campos de gran aumento consecutivos, en las dreas del tumor con més actividad mitética. Sélo
se deben contar las figuras de mitosis bien definidas; hay que ignorar los niicleos hipercromaéticos

y picnoticos, ya que representan mas apoptosis que proliferacion.

Los tres valores se unen y se obtiene una puntuaciéon de 3 a 9, asignandose el grado de la

siguiente forma:
Grado 1 - Bien diferenciado: 3-5 puntos
Grado 2 - Moderadamente diferenciado: 6-7 puntos

Grado 3 - Poco diferenciado: 8-9 puntos
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1.1.11. Estadiaje

El sistema de estadiaje que se usa universalmente es el sistema TNM, adoptado por la Unién
Internacional contra el Cancer (UICC) y el American Joint Committee on Cancer(AJCC), basado
en el tamafio del tumor primario y su extension local, la afectacion de ganglios linfaticos y la

presencia de metastasis a distancia.

1.1.12. Tratamiento

El tratamiento del cancer de mama incluye cirugia, radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia
y las nuevas terapias biologicas, dependiendo del tipo y extension de la enfermedad.

El beneficio del tratamiento adyuvante del cdncer de mama ha sido bien establecido en las
ultimas décadas, logrando reducir el riesgo de recidiva sistémica. La finalidad de esta terapia
consiste en eliminar la enfermedad micrometastasica. Sin embargo, las opciones terapéuticas se
han incrementado con un mejor conocimiento de la historia natural del cdncer de mama y sus
mecanismos moleculares involucrados. Del mismo modo, el tratamiento hormonal juega un papel
esencial en el tratamiento adyuvante del cancer de mama con receptores hormonales positivos.
Historicamente, el primer tratamiento adyuvante sistémico cuya utilidad se demostré de forma
adecuada fue la quimioterapia. Tras ella, el tamoxifeno y, més recientemente, los inhibidores de la
aromatasa y el trastuzumab han demostrado asimismo su capacidad para reducir significativamente

el porcentaje de pacientes con recurrencia tras la maniobra terapéutica local [34].

Cirugia

El tratamiento quirtrgico tradicionalmente suponia la mastectomia radical de Halsted, pero
actualmente existe una gran variedad de opciones (algunas conocidas como cirugia conservadora
de la mama), como la mastectomia parcial (tumorectomia o segmentectomia) y la mastectomia

total simple.

Radioterapia

La radioterapia se usa normalmente como tratamiento adyuvante postoperatorio (sobre todo
en los casos de cirugia conservadora), dirigido sobre todo a disminuir la posibilidad de recidivas
locales, aunque las mejoras tecnolégicas introducidas en los tltimos afios han propiciado que las
mujeres que se irradian aumenten su supervivencia. También se usa cuando aparecen recurrencias

locales y con fines paliativos para aliviar sintomas provocados por el cédncer o las metéastasis.
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Quimioterapia

La quimioterapia ha constituido el arma fundamental del tratamiento complementario del can-
cer de mama en los 1ltimos cuarenta anos, consiguiéndose avances notables en el pronéstico de las
pacientes con metastasis y teniendo un impacto significativo en su supervivencia. Sin embargo, el
éxito de esta estrategia es limitado ya que el beneficio de la quimioterapia adyuvante puede ser
reducido en algunos subgrupos de pacientes. Es por ello que la eleccion del tratamiento adyuvante
sistémico debe estar basado en los factores pronosticos y predictivos.

El estado de afectacion de los ganglios axilares es el factor pronodstico de mas peso, existiendo
una correlacion directa entre el ntimero de ganglios afectos y el riesgo de recaida (30 % a 10 afos
cuando no hay ninguno, méas de 70 % cuando hay mas de 10, en ausencia de tratamiento adyuvante).
En general, se considera que las enfermas con riesgo de recaida superior al 10% a 10 anos (5%
para algunos autores) deben recibir tratamiento adyuvante.

Respecto a los factores predictivos de la respuesta a la quimioterapia, todavia no existe ninguno
realmente fiable. La ausencia de expresion de receptores hormonales, el grado histologico alto, el
indice de proliferacion elevado, y el HER2 /neu amplificado definen una poblacion que obtiene mayor
beneficio con la quimioterapia, pero las enfermas con tumores que no tienen estas caracteristicas
también pueden beneficiarse de la misma.

Se han obtenido los mejores resultados con terapias combinadas, usando varios quimioterapicos

como los platinos, antraciclinas y taxanos-ciclosfosfamida-metotrexate-5-FU.

Terapia hormonal

La terapia hormonal, que antiguamente incluia la castracion quirtrgica, la adrenalectomia y la
hipofisectomia, actualmente se basa en el uso de farmacos antiestrogénicos. De ellos, el tamoxifeno,
perteneciente al grupo de los moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERMs),
ha sido el méas importante en los tltimos 20 anos, hasta el punto de llegar a ser el tratamiento
endocrino de eleccién para todos los estadios de carcinoma de mama positivos para receptores de
estrogenos. En varios ensayos clinicos se ha demostrado una reduccion en el riesgo tanto de recidiva
como de muerte independientemente de la actividad hormonal ovarica de las pacientes y del estadio
clinico tumoral (tanto en pacientes con afectacion ganglionar como sin ella)tras terapias de uno,
dos y cinco anos. En las mujeres postmenopéusicas la magnitud de este beneficio alcanza una
reduccion del riesgo relativo de recaida de entre el 44 % (para mujeres de 50 a 59 afos) y el 61 %
(para aquellas con mas de 70 afios) y del riesgo de muerte de entre el 34 % y el 47 %. En términos

absolutos, la administracion del tamoxifeno reduce el riesgo de recidiva a cinco anos un 12,3 % en
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las mujeres mayores de 50 anos. Ademas, el tratamiento adyuvante con tamoxifeno durante cinco
anos se asocia con una reducciéon de riesgo de cdncer de mama contralateral, con una disminucién
proporcional del 27 % en menores de 50 afios y del 31 % en mayores de 50 anos.

A la vista de estos resultados, el tratamiento hormonal fue reconocido como el tratamiento de
eleccion en mujeres postmenopausicas con receptores hormonales positivos; sin embargo, el uso de
quimioterapia asociada a tamoxifeno ha demostrado una disminucién de la mortalidad del 11 % en
mujeres entre los 50 y los 69 anos a favor del tratamiento combinado de quimio y hormonoterapia.

Maés recientemente, debido a la presencia de efectos adversos graves con tamoxifeno (céncer de
endometrio y fen6menos tromboembdlicos) y a la ausencia de beneficios del mismo méas alla de
cinco anos (permaneciendo el riesgo de recaida hasta muchos afios después), se ha extendido el uso
de los inhibidores de la aromatasa (exemestano, anastrozol y letrozol), los cuales han demostrado
superioridad en el contexto de la enfermedad avanzada. En la actualidad, el comité de expertos
de ASCO(American Society of Clinical Oncology)considera que, el tratamiento hormonal 6ptimo
en mujeres postmenopausicas debe completar la utilizaciéon de uno de los tres inhibidores de la
aromatasa ya sea como terapia de inicio o como terapia de sustitucion tras el tamoxifeno. Asu-
miendo que el tratamiento con tamoxifeno debe ser por cinco anos pero que el beneficio tras los
dos primeros es menor, se ha explorado el relevo con inhibidores de la aromatasa tras 2-3 anos de
tamoxifeno [35].

Los consensos internacionales incluyen la opcion de la ablacion ovérica (mediante ooforectomia,
irradiacion ovarica o administracion de analogos de la LH-RH durante dos a cinco afios) como trata-
miento adyuvante en mujeres premenopausicas seleccionadas con receptores hormonales positivos.

La decisién de dar o no hormonoterapia o quimioterapia a las pacientes con ganglios negativos

depende de varios parametros clinicos y patologicos.

Tratamientos biolégicos

Actualmente estan en auge los llamados tratamientos bioldgicos, basados en farmacos cuya ac-
cion se dirige especificamente a las células cancerosas e interfieren con su capacidad de crecimiento.

Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal que se dirige especificamente contra el receptor
HER?2, y se utiliza para el tratamiento de las pacientes con cdncer de mama HER?2 positivo, tanto
en estadios precoces como avanzados de la enfermedad. Este farmaco ha demostrado una mejora
en la supervivencia de estas paciente y, a diferencia de la quimioterapia, la sobreexpresion (y
aun mejor, la amplificacion génica) de HER2 predice la respuesta al trastuzumab. Asimismo, el

lapatinib actia contra el cancer de mama HER2 positivo.
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Los farmacos antiangiogénicos actiian sobre las proteinas necesarias para el crecimiento de los
vasos que nutren al tumor. Es el caso del farmaco conocido como bevacizumab, que inhibe el factor
de crecimiento del endotelio vascular y, por tanto, evita el crecimiento tumoral.

Las nuevas investigaciones sobre proteinas o los patrones del ARN mensajero son posibles vias

de desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas de futuro.

1.2. Angiogénesis

1.2.1. Definicién

La angiogénesis es el proceso por el cual se producen vasos sanguineos a partir de otros ya
establecidos. Se encuentra regulada por una serie de factores angiogénicos y antiangiogénicos. En
el adulto la red vascular esta en estado quiescente, sin embargo, la angiogénesis se puede activar
ante determinados estimulos cuando el organismo requiere una mayor cantidad de nutrientes, y esta
activacion puede ser transitoria o mantenida. La angiogénesis es transitoria en la cicatrizaciéon de
las heridas y en la transformacion ciclica de estructuras del sistema reproductor femenino como son:
formacion del cuerpo liteo, regeneracion del endometrio funcional, en el desarrollo de estructuras
placentarias y cambios relacionados con la lactancia en la glandula mamaria. En determinadas
enfermedades como la diabetes mellitus, la artritis reumatoide, la psoriasis y los hemangiomas, y
en la progresion tumoral aparece una angiogénesis mantenida y persistente.

La angiogénesis ha sido estudiada en miltiples neoplasias, entre ellas los carcinomas

mamarios [36, 37].

1.2.2. Etapas de la angiogénesis

La angiogénesis es un proceso complejo que comprende una serie de etapas, las cuales pueden
esquematizarse de la siguiente forma:

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

= Degradacion de la matriz extracelular.

= Migracién de células endoteliales.

= Proliferacion de células endoteliales y formaciéon de una nueva luz capilar.

» Estabilizacion de los nuevos vasos.
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Estimulo angiogénico

La hipoxia es el principal factor desencadenante de la angiogénesis. Esta induce un incremento
en la célula del factor inducible por la hipoxia (HIF-1), que en el nicleo promueve la transcripcion 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) [38]. La union de estos factores a los receptores de las células endoteliales
induce la fosforilacién de distintas proteinas, activindose asi las senales de supervivencia para

estas células.

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

La apoptosis de las células endoteliales se produce por la pérdida de adhesiéon 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
proliferaciéon de los mismos. Por lo tanto, durante la angiogénesis no solo se establece un equilibrio
dinamico entre senales pro y antiangiogénicas, sino también entre senales de supervivencia y de

muerte celular.

Entre los factores que promueven la apoptosis de la célula endotelial caben senalar varios
factores de los que hablaremos posteriormente, como son: el factor de crecimiento transformante
(TGFp) y el factor de crecimiento transformante o (TGF«), y por otro lado hay factores como el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF') y el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2)
que son factores de supervivencia. Estos factores pueden conseguir su accion activando a la protein-
quinasa B (Akt) a través de la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3k), lo que constituye una via clave

en la activacion endotelial, ya que transmite sefiales de supervivencia, migracion y proliferacion.

La PI3k, a través de receptores tirosinquinasa, produce fosforilacion de fosfoinositidos. Asi se
reclutan a la membrana celular moléculas esenciales para la supervivencia, motilidad y participacién
en procesos morfogenéticos como la tubulogénesis [39]. La PI3k produce una fosforilacion de Akt.
Akt tiene una distribucion citoplasmica pero su fosforilacién 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 fosforilacion de distintos efectores relacionados con la supervivencia celular, proliferacion

del metabolismo de la glucosa y sintesis de proteinas [40].
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La activacion de Akt también puede producirse por una segunda via, protagonizada por las
integrinas que se conectan a sus ligandos de la matriz extracelular, lo que produce la activacion
de quinasas asociadas a las adhesiones focales (FAK)[41], las cuales actian sobre Akt. Las adhe-
siones focales son regiones concretas de la superficie celular en las que se concentran moléculas de
adhesion al sustrato (sobre todo integrinas) y numerosas proteinas que conectan estas moléculas
al citoesqueleto.

Algunos factores como VEGF consiguen igualmente una mayor supervivencia de las células
endoteliales provocando un incremento de los niveles de las proteinas antiapoptoticas Al y bel-2.

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

celular [42, 43].

Degradacion de la matriz extracelular

Los vasos sanguineos estan formados por células endoteliales y células de sostén que estan
ancladas en una matriz extracelular. Para que se lleve a cabo el proceso angiogénico hay que
destruir esta matriz extracelular.

La degradacion de la matriz celular se produce a través de una serie de proteasas que se
liberan tras el estimulo angiogénico. Su consecucion es necesaria para la posterior migracion celular;
ademas, se precisa la formacion de sitios de anclaje que hagan posible el desplazamiento.

Cuando los factores angiogénicos activan a las células endoteliales, inducen la expresién de
activadores del plasminogeno, tipo uroquinasa (u-PA) y tisular (t-PA) [44]. Estos activadores con-
vierten al plasminégeno en plasmina, una potente proteasa que activa a los precursores de las
metaloproteinasa de matriz, iniciAndose asi la degradacion proteolitica.

Existen multiples 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 adquisicion del
fenotipo angiogénico. La metaloproteinasa-2 (MMP-2)degrada a las proteinas que constituyen la
membrana basal, como son el colageno IV y la laminina. La MMP-2 esta expresada en la mayoria de
las células. Se segrega de forma inactiva y se activa a través de otra metaloproteinasa de membrana,
la MT1-MMP (MMP-14), que esta regulada por las células perivasculares [45].

Es esencial controlar la actividad proteolitica en areas concretas de la superficie celular. Esto se
consigue gracias a la union de las metaloproteinasas a las integrinas [46], proteinas de membrana
celular mediante las que la célula se adhiere al sustrato y transmite senales desde el exterior al

interior de la célula [47].
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Migracion de las células endoteliales

Una vez producida la degradaciéon de la lamina basal, ocurre la migracion de células endoteliales,
que protuyen de la pared del vaso y migran a través del espacio intersticial.

Algunos factores angiogénicos pueden provocar senales de migracion, transmitidas por su re-
ceptor de membrana que provoca la fosforilacion y activacion de FAK, protein-quinasa asociada a
las adhesiones focales. Las adhesiones focales son regiones concretas de la superficie celular en las
que se concentran moléculas de adhesion al sustrato (sobre todo integrinas) y numerosas proteinas
que conectan estas moléculas al citoesqueleto. Estas adhesiones focales desempenan fundamental-
mente una funcién mecanica en la migracién, aunque también estan 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 migracion:

= Configuracién bipolar o bicelular: dos o méas células endoteliales migran desde la pared del
vaso hacia el espacio perivascular, cargadas de polirribosomas y abundantes filamentos inter-

medios.

= Formacioén lineal: una tnica célula proyecta sus seudépodos, migrando dentro del tejido co-

nectivo que rodea las paredes capilares.

Para la migracion de las células endoteliales se requiere interacciéon con moléculas de la matriz
extracelular, como son la fibronectina, laminina y vitronectina, en la que intervienen las integrinas.
Las integrinas son una amplia familia de proteinas transmembrana que se forman por heterodime-
rizaciéon de unidades alfa y beta. Existen mas de 15 subunidades alfa distintas, y 8 subunidades
beta. Estas subunidades forman 20 combinaciones distintas, de las cuales la mas implicada en la
angiogénesis es la integrina av{33.

La migracion de las células endoteliales se produce por la unién de las células a unos residuos
de aminoacidos que quedan expuestos en la matriz por proteolisis del coldgeno. Estos residuos
de arginina-glicina-acido aspartico (RGD) son reconocidos por la integrina av{33 expresada en la
superficie endotelial. La célula endotelial utiliza la union RGD como una matriz provisional para
desarrollar y coordinar su capacidad de adhesion y de invasiéon durante la angiogénesis.

La integrina avf(33 es critica para la diferenciacion, maduracion y supervivencia de los vasos,
y esta presente en la superficie del endotelio activado, permitiendo la expansion de las células y

la creacion de luces vasculares [48]. En resumen, las integrinas son proteinas de membrana celular
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gracias a las cuales la célula se adhiere al sustrato y transmite seniales desde el exterior al interior
de la célula [47].

Otras moléculas de adhesion celular son las cadherinas, proteinas de membrana gracias a las
cuales se producen uniones intercelulares entre células homologas. La cadherina presente en las
células endoteliales es una cadherina especifica, la VE-cadherina o cadherina-5. Su papel en la
angiogénesis es poco conocido, aunque se sabe que su deficiencia inhibe la transmision de la se-
nal de supervivencia dependiente de factores angiogénicos, induciendo la apoptosis. VE-cadherina
aparece asociada espacialmente con los receptores de factores angiogénicos, sugiriendo algtun tipo
de interaccion esencial para la transmision de la sefial angiogénica [39].

A lo largo de un vaso neoformado se observa una variaciéon de la composicién de la matriz
extracelular que rodea a las células endoteliales segin la zona. Asi, en la zona més distal del brote
vascular las células muestran mayor proliferacion y se rodean de colageno tipo V y de fibronectina,
mientras que en la regiéon més proximal las células se estabilizan, recubriéndose de membrana basal

compuesta por fibronectina, laminina 1 y colageno de tipo IV [49].

Proliferacion de células endoteliales y formacion de una luz capilar

El ultimo paso en el proceso angiogénico es la formaciéon 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 ldmina basal y la matriz extracelular, y reclutar las células perivasculares
necesarias para estabilizarlos.

Para la formacién de los nuevos vasos sanguineos es fundamental que estas células se adhieran.
Las integrinas, esenciales en la activacion endotelial, también desempenan una importante funcion
en la morfogénesis de los nuevos vasos, ya que aumentan la adhesion entre las células endoteliales,
y entre éstas y el sustrato.

La integrina o631 es el principal mediador de la adhesion de las células endoteliales a la lami-

nina.

Estabilizacion de los nuevos vasos

La maduracién de los nuevos vasos incluye la creacién de una nueva membrana basal, y la
estabilizacion de dichas estructuras vasculares por el recubrimiento de células de soporte, como las

células musculares lisas en grandes vasos, o los pericitos en los capilares [50].
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Los pericitos son las células perivasculares que rodean a los capilares y se cree que derivan de
células musculares lisas preexistentes, contribuyendo a la estabilizacion de los capilares, gracias al
control del equilibrio proteolitico [51].

Experimentos in vivo sugieren que los vasos que no llegan a rodearse de células de soporte,
requieren factores angiogénicos para su supervivencia. Mientras que los vasos maduros y estables
pueden sobrevivir en ausencia de dichos factores [52].

Los factores angiogénicos estimulan el desarrollo y migracion de los pericitos, contribuyendo asi
a la estabilizacion vascular y, a su vez, actiian como potentes factores quimiotacticos atrayendo a
las células musculares lisas [53].

Por otro lado, existen factores especificos para las células endoteliales, con funciones de estabi-
lizaciéon y mantenimiento de los vasos maduros, y que promueven la interacciéon entre las células

endoteliales y musculares lisas [54].

1.2.3. Factores que regulan la angiogénesis

Existen diversos factores implicados en la angiogénesis, unos con acciéon 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: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF), angiopoyetinas, factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante 8 (TGFf3), factor de necrosis tumoral «
(TNF-«), interleuquinas (IL).

Entre los factores antiangiogénicos se encuentran la angiostatina, endostatina, trombospondina-

1, angiopoyetina-2, interferon-« e interleuquina [47].

Factores proangiogénicos

» Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El VEGF también conocido como VPF (factor de permeabilidad vascular) o vasculotropina
es una glicoproteina basica 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 multiples células de origen humano y animal [55].

Existen distintos tipos de VEGF [56]: VEGF-A (también conocido como VEGF), VEGF-
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B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E. La accion de VEGF-B no es bien conocida, VEGF-C y
VEGF-D se relacionan con la linfangiogénesis [57] y de VEGF-E se sabe que esta codificado

por el genoma del virus orf.

VEGEF es un potente mitégeno especifico para las células endoteliales procedentes de arterias,
venas y linfaticos pero carece de actividad mitogénica sobre otros tipos celulares [58]. En las
células endoteliales se encuentran los receptores de VEGF, denominados VEGFR1/flt-1 y
VEGFR2/lk-1. Al igual que ocurre con el VEGF, la hipoxia también aumenta el namero de
estos receptores. E1l VEGFRI1 se activa de manera directa, mientras que VEGFR2 aumenta
como resultado de senales procedentes de los tejidos isquémicos. La via mas utilizada por
VEGF es VEGFR2, e incluso se cree que VEGFRI seria un regulador negativo de VEGFR2,
ya que compiten por el VEGF existente.

En la actualidad VEGF es el factor angiogénico més estudiado en cuanto a su significado
clinico. Se trata de una citoquina angiogénica muy potente que juega un papel crucial en la
proliferacién tumoral, asi como en procesos inflamatorios e isquémicos. Es un factor de su-
pervivencia de las células endoteliales tanto durante la angiogénesis fisioldgica como tumoral,
promoviendo su proliferacion y migracion y realizando funciones de vasodilatacion y permea-
bilidad vascular, pero inhibiendo la apoptosis [59, 60, 61]. In vivo VEGF es necesario para la
vasculogénesis, la angiogénesis y también regula la permeabilidad de los vasos sanguineos. Es
esencial para el desarrollo de la neovasculatura durante la formaciéon tumoral y estimula el
desarrollo de metéastasis. VEGF es secretado por las células tumorales, pero también por las
células del huésped (es decir, monocitos, macrofagos, células del parénquima, etc) reclutadas
por el tumor que pueden producir este factor de crecimiento en respuesta a estimulos del

medio ambiente, principalmente la hipoxia, ciertas citoquinas y estradiol [62, 63].

Los factores capaces de inducir la expresion de VEGF son: hipoxia, factores de crecimiento
como el factor crecimiento insulinico-1, ciertas citoquinas (interleuquinas-1, 3, 6 y 10), asf
como pb3 mutado y alteraciones del gen VHL. La expresion de VEGF contribuye directamente
a un peor pronodstico y a la tendencia de metastasis en diferentes tumores solidos, tales como
carcinomas del tracto genital[64], prostata [65], colon [66], vejiga [67], de células renales [68],

de tiroides [69] y el carcinoma de mama [70].

» Factor de crecimiento endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF)

El factor de crecimiento endotelial derivado de las plaquetas (PD-ECGF) es la enzima timi-

dina fosforilasa que, al metabolizar la timidina, produce metabolitos que ejercen un efecto
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quimiotactico sobre las células endoteliales. Este metabolito es la 2-desoxirribosa, la cual
por si sola ejerce una accion angiogénica. Ademas, tanto la 2-desoxirribosa como la timidina

protegen a las células endoteliales de la apoptosis que induce la hipoxia.

Angiopoyetinas

Otros factores implicados en la angiogénesis son las angiopoyetinas, de las que existen cuatro
tipos, aunque las mas estudiadas son la angiopoyetina 1 y 2. Estas acttian uniéndose al

receptor tirosinquinasa Tie 2/Tek.

La angiopoyetina 1 es producida por las células perivasculares y mantiene el endotelio en
estado quiescente, ademéas esta involucrada en el mantenimiento de la estabilidad de los
vasos [71], y es necesaria para hacer que los vasos maduros sean insensibles al VEGF y
parece favorecer el crecimiento en didmetro del vaso [72]. La angiopoyetina 2 se estimula en

funcién de la hipoxia.

Ambas angiopoyetinas compiten por el mismo receptor produciendo una alteracion en el es-
tado de quiescencia endotelial. En condiciones en las que se estimula la angiogénesis, una
region del vaso maduro se desestabiliza, haciéndose sensible al VEGF. La angiopoyetina 2
parece tener un papel clave en esta desestabilizacion, actuando como antagonista de la an-
giopoyetina 1 [73]. El vaso desestabilizado experimenta la formaciéon de un brote angiogénico

cuando esta presente VEGF, o involuciona si no lo esté.

Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)
Existen varios tipos de factores de crecimiento fibroblastico:

El factor de crecimiento fibroblastico-2 (FGF-2), denominado factor de crecimiento fibroblés-

tico 3, fue el primer factor angiogénico reconocido [74].

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

a, comparte muchas de sus caracteristicas angiogénicas.

El factor de crecimiento fibroblastico- 7, también denominado KGF (factor de crecimiento
de queratinocitos), no es directamente angiogénico, aunque induce la produccion de VEGF,

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

El FGF-2 se expresa en casi todos los tipos celulares. Este factor es un importante mitégeno,
modula la diferenciacion, inhibe la apoptosis y es quimiotéctico. Interviene en las funciones
de reparacién, regeneraciéon y homeostasis tisular. Esta presente en las células endoteliales

induciendo la proliferacion, la atracciéon quimiotéctica y un incremento en la expresion de
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uroquinasa [75]. Presenta una alta afinidad por la heparina, uniéndose a proteoglicanos del
tipo heparan sulfato. Se puede considerar por lo tanto que la matriz extracelular seria una
reserva de FGF en estado latente. Cuando VEGF inicia el proceso angiogénico se desencadena
una proteolisis que induce la liberacion de FGF-2 activo, por lo que asi se amplifican los efectos

de VEGF.

Los factores de crecimiento fibroblastico se unen a receptores tirosinquinasas. En dichas
uniones pueden actuar diversos proteoglicanos con cadenas heparan sulfato, debido al dominio
de unién a heparina de los FGF. Se piensa que la presencia de heparina estabiliza y prolonga

la union de los FGF a sus receptores, aumentando asi la transmision de la senal [76].

» Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) es una proteina que participa en diversos

procesos embrionarios, fundamentalmente relacionados con la organogénesis.

El HGF actaa en la disociacién celular, en la adquisicién de motilidad y capacidad invasiva
y promueve la morfogénesis en diversos tipos epiteliales (células renales y mamarias)[77].
Ademas, el HGF estimula la morfogénesis de los capilares, protege de la apoptosis a las células
endoteliales y estimula su migracién y sus capacidades invasivas, de ah{ 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 activacion proteolitica.

El receptor del HGF es el producto del protooncogen c-met, que es un receptor tirosinquinasa

expresado por los epitelios y presente en las células endoteliales [78].

Las células estimuladas por HGF producen un aumento en la expresion del factor de transcrip-
cion Ets-1. Este factor induce la expresiéon de proteasas como el activador del plasminogéno
tipo uroquinasa y el receptor del activador del plasminogéno tipo uroquinasa. Asi se produ-
cirfa un fenémeno de retroalimentacion positiva, ya que estas proteasas activarian al HGF

inactivo [79].

» Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

El factor de crecimiento epidérmico es un inductor indirecto de la angiogénesis, debido a la

capacidad de inducir la expresiéon de VEGF y Ets-1 en las células tumorales.

Por otro lado, el factor de crecimiento epidérmico induce la expresion de la "proteina liga-

dora"del FGF. Esta "proteina ligadora"de FGF es un activador del FGF-1 y FGF-2, que
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produce, por lo tanto, un incremento de las senales angiogénicas [80].

Factor de crecimiento transformante 5 (TGF/)

Hay tres tipos de factores de crecimiento transformante 5 que se relacionan con el proceso

angiogénico: TGFG 1, 2 y 3.

Los TGF g son indirectamente proangiogénicos ya que producen un efecto quimiotéctico sobre
células inflamatorias que producen VEGF, FGF-2, TNF-a y PDGF, que son factores directa
o indirectamente inductores de angiogénesis [81]. Ademéas de su capacidad para inducir la
angiogénesis, los factores de crecimiento transformante 3 estan relacionados en la maduraciéon

y estabilizacion endotelial.

La estimulacion de las células endoteliales por la angiopoyetina-1 procedente del mesénqui-
ma induce la produccion endotelial de PDGF-B, un factor que atrae células mesenquimales
y provoca la activacion de TGF( latente, induciendo la diferenciacién del mesénquima en

células perivasculares [82].

Factor de necrosis tumoral «

El factor de necrosis tumoral « induce la angiogénesis por distintas vias, favorece la angio-
génesis de forma indirecta ya que aumenta la respuesta inflamatoria. Pero también, produce
en las células endoteliales un aumento de expresion de VEGF, IL-8 y FGF-2, promoviendo

asi la angiogénesis [83].

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 expresion de VEGF en algunos tipos celu-

lares.

La interleuquina 13 (IL-13), que es antiinflamatoria, posee propiedades quimiotacticas para

el endotelio por lo que también podria actuar en el proceso angiogénico.

Se ha demostrado que la interleuquina 8 (IL-8) es angiogénica in vitro e in vivo, induciendo
la angiogénesis a través de macrofagos [84]. También se ha demostrado que in vitro induce

la proliferacion en las células endoteliales.
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Factores antiangiogénicos

= Trombospondina-1

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

la accion de los inductores de la angiogénesis [85].

Es una glicoproteina liberada por los granulos « de las plaquetas, en respuesta a la estimu-
laciéon por parte de la trombina, y que participa en la formacién y resoluciéon del codgulo
de fibrina, uniéndose a la fibrina, el plasminogeno y la uroquinasa. También interfiere en la
respuesta inflamatoria a través de la formaciéon de puentes entre las plaquetas y los leuco-
citos reclutados en el foco inflamatorio [86]. Por otro lado, es un componente transitorio de
la matriz extracelular en el desarrollo y la reparacion tisular, siendo secretada por miltiples
células de la pared vascular, incluyendo las células musculares lisas y las células endoteliales.
En las células endoteliales, la TSP-1 puede inhibir la proliferaciéon, la formacion de adhe-
siones focales desestabilizando los contactos de la matriz extracelular, inducir la apoptosis

endotelial e inhibir la angiogénesis [85].

Pero las investigaciones sobre su papel en la angiogénesis obtienen resultados conflictivos,
ya que puede actuar tanto como un factor antiangiogénico como proangiogénico. Cada vez
existen mas evidencias de que la TSP-1 puede ser un modulador natural de la angiogénesis,
dominando una regulaciéon positiva o negativa dependiendo del contexto y de la concentracién
de la misma. Por ejemplo, es capaz de activar TGF-3, que es un factor angiogénico y en

presencia de colageno tipo I la TSP-1 inhibe la neoformacion vascular [87].

= Angiostatina

La angiostatina, es un agente antiangiogénico derivado de la proteolisis del plasmin6geno,
se piensa que tiene un efecto antiangiogénico derivado del bloqueo de las senales HGF en el

endotelio [88].

» Oxido nitrico (NO)

El 6xido nitrico lo producen las células endoteliales y tiene un efecto relajante en las células
musculares lisas, controlando el flujo sanguineo. El aumento de NO provoca una vasodilata-
cion, incrementando la permeabilidad vascular. Ademaés, el NO potencia la supervivencia de

VEGF, ya que inactiva a las caspasas y estimula la proliferacion del endotelio.
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Tiene un efecto bifasico sobre la trombospondina; a dosis extremas (elevadas o bajas) dismi-
nuye la expresién de trombospondina, mientras que a dosis intermedias aumenta dicha ex-

presion.

1.2.4. Angiogénesis tumoral
Definicion

Los vasos sanguineos son un componente importante en el estroma tumoral, ya que el tumor
necesita de oxigeno y nutrientes. Hasta que el tumor alcanza un tamao de 1 a 2 mm? recibe todos
los nutrientes y el oxigeno por difusién simple. Una vez que el tumor alcanza un mayor tamano
necesita generar neovascularizaciéon que permita el aporte sanguineo necesarios para continuar
su desarrollo.

En los experimentos llevados a cabo por Folkman y cols. en la década de 1960 a 1970, inoculando
células tumorales en 6rganos aislados y perfundidos, se demostré que la ausencia de angiogénesis se

3 0 menos. Esta

asociaba a una restriccion del crecimiento tumoral a pequenos esferoides de 1 mm
fue la primera vez que se consiguié que tumores viables crecieran como masas tridimensionales en
un tejido sin neovascularizaciéon. Cuando se trasladaba el pequeno tumor al ratén del que provenia
desarrollaba neovascularizaciéon y crecia alcanzando tamanos 1000 veces superiores al obtenido en
el 6rgano aislado [89]. A partir de estos estudios, Folkman, en 1970, formulé la hipotesis de que el
crecimiento tumoral es angiogénesis dependiente y que los nuevos vasos sanguineos son necesarios
cuando el diAmetro de la masa tumoral es mayor de 1-2 mm, puesto que la nutriciéon no la pueden
conseguir por difusién pasiva [90].

En 1976 Gullino realizé un experimento con ratones en los que valoré la capacidad de neovas-
cularizacién de tejido mamario sano, preneoplésico y neoplasico, implantando pequenas biopsias
en el iris de estos animales. Observo como el 90 % de los tumores mamarios implantados producian
neovascularizacion en 48-72 %, la administracion de corticoides cedia la inflamacion postcirugia,
pero no afectaba al crecimiento de neovasos. Sin embargo, solo el 6 % de los tejidos sanos inducia
alguna proliferacion vascular. Ademas, observo que el 30 % de las lesiones preneoplasicas producian
un patréon de crecimiento vascular similar al de los implantes tumorales, demostrando asi que las
células de los tejidos precancerosos en el proceso de transformacion neoplasica adquieren capacidad
angiogénica [91].

La angiogénesis no es solo necesaria para la nutricion tumoral sino que también es fundamental
para la diseminacion metastésica. En la producciéon de las metastasis es necesario que el tumor esté

vascularizado para que las células neoplésicas tengan una via por donde puedan ser vehiculizadas.
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Ademés, cuando estas células neoplésicas llegan al lugar diana también necesitan de la angiogénesis
para su nutricién en su nueva ubicaciéon. La actividad angiogénica de cada tumor dependera del
balance entre senales proangiogénicas y antiangiogénicas.

Los factores antiangiogénicos pueden actuar inhibiendo la proliferacion celular o inhibiendo la
quimiotaxis, y estos pueden actuar desde la circulacion o en la matriz extracelular. Estos factores
que acttian en la angiogénesis tumoral pueden derivar de las células neoplasicas, de las células
endoteliales, de las células adyacentes o actuar por mecanismos no bien aclarados [92].

Las células tumorales presentan un aumento de la secreciéon de una serie de factores angiogénicos
tales como VEGF, TGFa y 3, bFGF. Ademas, las células tumorales son capaces de desencadenar
la diferenciaciéon de las células endoteliales y la formacién de nuevos vasos a través de la liberacion
de enzimas proteoliticas y produciendo alteraciones en las células estromales que las rodean.

También se ha demostrado que al estimular a las células endoteliales, éstas aumentan el nimero
de receptores en su superficie. En la transformacion al fenotipo angiogénico las células endoteliales
tienen que incrementar la produccion de factores de crecimiento [93].

El modelo de angiogénesis tumoral es un equilibrio dinAmico entre la regresiéon y crecimiento
tumoral, regulado principalmente por VEGF y las angiopoyetinas.

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

Los nuevos vasos tumorales parecen reclutar a los vasos ya existentes. Como consecuencia de
ese reclutamiento, las células endoteliales aumentan la expresiéon de citoquinas especificas como
la angiopoyetina-2, producida por ellas mismas, y que acttia por un mecanismo autocrino sobre
los vasos tumorales como antagonista de los receptores Tie-2, conduciendo a la desestabilizacion
vascular. Asi se aumenta la plasticidad de los vasos, permitiendo iniciar el proceso de la angiogénesis
y remodelaciéon vascular.

Como ya hemos comentado anteriormente el fenotipo angiogénico se conseguira cuando el balan-
ce 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 neovascularizaciéon. Rara vez sobrepasan los
2-3 mm [94]. Suelen ser lesiones asintomaticas y no detectables clinicamente. Sus células pueden
crecer tan rapido como en las variedades vascularizadas pero predominan las micrometéastasis, ya
que la proliferacién 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 formaciéon de nuevos vasos, lo que
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permite continuar el crecimiento tumoral [95, 96]. Ademas, gracias a esta vascularizacion las células
pueden metastatizar a organos distantes [97]. Es por ello que el proceso angiogénico se considera
uno de los factores mas importantes en la progresion y diseminaciéon neoplasica y en consecuencia
como un factor pronéstico.

Los nuevos vasos producidos por el tumor simulan a los de la red capilar normal pero presentan
diferencias destacadas, son vasos méas proliferantes e inmaduros [98]. Son vasos de paredes finas
y ramificaciones anormales que con frecuencia forman uniones arteriovenosas, lo que impide una
perfusion adecuada. El revestimiento endotelial suele ser incompleto con ausencia de uniones inter-
celulares; ademés, pueden faltarles componentes como la membrana basal, lo que facilita el escape
de células tumorales al torrente sanguineo, con el consiguiente riesgo de metastasis a distancia. No
poseen capa muscular, pericitos ni inervaciéon por lo que carecen de control del flujo lo que hace
que el flujo sea irregular e impide la nutricion de toda la masa tumoral [99]. Incluso, en tumores
muy agresivos los neovasos estan compuestos por las propias células tumorales [100].

La vascularizacion es diferente segtn el area del tumor en la que nos encontremos. En el area
tumoral central existe una continua remodelaciéon de los vasos preexistentes, siendo estos utilizados
para la nutricién tumoral. En la periferia del tumor se encuentran las dreas mas vascularizadas, en
donde existe una mayor proliferacion de células endoteliales; estos vasos de la periferia tumoral se
comunican con la red vascular preexistente y son los denominados puntos calientes (hot spots). En
estas areas es donde se cuantifica la densidad vascular intratumoral, que es un parametro 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 logico
pensar que el crecimiento desmesurado de los tumores provoca déficit de la tension de oxigeno en
sus células forméandose en ellas senales, como HIF-1, capaces de activar la secrecion de factores

angiogénicos [101].

Influencia en la angiogénesis de otros factores tumorales

La expresion de algunos factores angiogénicos esté regulada ademés por otros estimulos, in-
cluyendo factores de crecimiento y productos de oncogenes o genes supresores, producidos por el
propio tumor y que pueden actuar de forma autocrina o paracrina.

Factores hormonales, como los estrogenos, activan la produccion de VEGF en las células tu-
morales de las neoplasias de mama [102]. Los androgenos juegan un papel similar en la prostata

neoplésica [103]. La forma salvaje de p53 interviene en la angiogénesis provocada por la hipo-
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xia induciendo apoptosis o incrementando factores antiangiogénicos, pero también disminuyendo
VEGF [104], mientras que, en tumores, la forma mutante se asocia a su incremento. El producto
del gen supresor von Hippel-Lindau (vHL) esta directamente involucrado en la degradacion del
VEGF, atribuyéndose la susceptibilidad a cancer cerebral o renal en la enfermedad a la pérdida de
la funciéon de VHL, que disregularia al factor angiogénico. La forma mutante de ras puede regular

al alza tanto VEGF como otros factores angiogénicos.

Factores antiangiogénicos

Las células neoplasicas pueden tener también capacidad para expresar factores antiangiogénicos
como la trombospondina, angiostatina y endostatina. En esta capacidad se basan algunas hipotesis
que intentan explicar por qué en ocasiones la extirpaciéon de una neoplasia primaria se sigue de
la progresion de sus depositos metastaticos, supuestamente frenados en su crecimiento por los

inhibidores de la angiogénesis que producia el tumor principal.

Intervencion de otras estirpes celulares en la angiogénesis tumoral

No so6lo las células neoplasicas juegan un papel importante en el proceso angiogénico, otras
estirpes celulares acompanantes pueden intervenir en este proceso, siendo los macroéfagos los que
tienen el papel mas importante. Estos representan el mayor componente del infiltrado inflamatorio
en la mayor parte de los tumores, a donde son atraidos por citoquinas y otras moléculas como el
VEGF [105].

Los macrofagos asociados al tumor tienen una relaciéon compleja con la biologia tumoral, con
acciones tanto promotoras como inhibidoras del crecimiento tumoral. Una de sus acciones promo-
toras esta en relacion con la angiogénesis, pudiendo influir en cada una de las fases del proceso
angiogénico, incluyendo la secrecién de factores angiogénicos. La expresion de VEGF en los macroé-
fagos se ha detectado en el citoplasma, tanto como proteina mediante inmunohistoquimica, como
en forma de ARNm mediante hibridacion in situ. Su secrecion se ha estimado en 2-3 veces la de
las propias células tumorales, lo que resalta la relevancia de los macréfagos asociados a tumores

(TAMs) en la angiogénesis tumoral [106].

1.3. Trombospondina 1

Las trombospondinas (TSPs) son una familia de glicoproteinas de la matriz extracelular (ECM),

fijadoras de calcio, oligoméricas y multidominio, que participan en la comunicacién entre las cé-



36 1.3. TROMBOSPONDINA 1

lulas y entre la célula y la matriz. Estan presentes tanto en tejidos embrionarios como en adultos
[107], y la mayoria, como el corazon, el cartilago y el cerebro, expresan al menos un miembro
de la familia. Su estructura molecular contiene una serie de secuencias de péptidos implicados en
multiples funciones biologicas, como en la remodelacion tisular asociada al desarrollo embrionario,
la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis, la sinaptogénesis y en las neoplasias. Estas proteinas
median en la interacciéon entre células normales y neoplésicas con la matriz extracelular y el tejido
circundante [108]. Estas actividades derivan de sus interacciones con las superficies celulares, fac-
tores de crecimiento, citoquinas o componentes de la matriz extracelular que en conjunto regulan

muchos aspectos del fenotipo celular [109].

Esta familia la componen cinco miembros, cuyo peso molecular oscila entre 420 y 520 kDa, cada
uno representando a un producto génico por separado, probablemente presentes en la mayoria de las
especies de vertebrados, que se pueden dividir en dos subgrupos en base a su arquitectura molecular.
El primero, subgrupo A, esta constituido por dos proteinas triméricas, TSP-1 y TSP-2, que tienen el
mismo conjunto de dominios estructurales y pertenecen a la familia supergénica del repeat tipo 1 de
trombospondina (TSR), la cual esta compuesta por proteinas que contienen homologos del repeat
tipo 1. Cada subunidad de TSP-1 se compone de dominios globulares amino y carboxi-terminales,
una region de secuencia homologa al procolageno y tres tipos de secuencias repetitivas centrales
denominandas repeats tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Por otro lado el segundo subgrupo, denominado
subgrupo B, lo conforman proteinas pentaméricas, denominadas TSP-3, TSP-4 y la proteina de la
matriz oligomérica del cartilago (COMP o TSP-5), que, por el contrario, carecen de las repeticiones
de tipo 1 y de la region homéloga al procolageno, pero si contienen una repeticion tipo 2 adicional.

TSP-5 ademaés carece del dominio N-terminal [110].

Una caracteristica general de los miembros de la familia génica de las trombospondinas es la
presencia de un gradiente de secuencias de aminoécidos indentificativo desde el dominio C-terminal
(el méas alto) al N-terminal (el mas bajo). Los repeats tipo 3 y el dominio C-terminal muestran el
nivel mas alto de conservacion, ambos entre un determinado tipo de trombospondina en diferentes
especies y entre diferentes miembros de la familia de la misma especie. Los repeats tipo 3 son un
conjunto de lugares fijadores de calcio contiguos que se parecen a la calmodulina en la posicién de
residuo oxigenado. Como con la calmodulina, se detecta un cambio en la configuracion de la proteina
ante la presencia de diferentes concentraciones de calcio, reflejando la naturaleza cooperativa de la
interaccion. La fijacion de la TSP-1 a algunos de sus receptores también se afecta por el calcio y

la conformacion de los repeats tipo 3.
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TSP-1 y TSP-2 se expresan de forma importante durante la remodelacion tisular, que esta
asociada a la cicatrizacién y la progresion tumoral. Se ha observado una cicatrizacién aberrante
de heridas en ensayos con ratones que carecen de TSP-1 y TSP-2. Asi, en ratones negativos para
TSP-1, las heridas cicatrizan més lentamente y hay un descenso en el reclutamiento de macrofagos.
Mientras que existe un incremento en la densidad de vasos en las heridas de los TSP-1 negativos,
TSP-2 parece tener un efecto mas significativo en la angiogénesis de las heridas cuténeas. El papel
que tienen los demés miembros de la familia de trombospondinas en la remodelacion tisular todavia
es menos conocido. El estudio de arrays de genes en tejido tumoral ha revelado que estas proteinas
se expresan en algunos casos. Por ejemplo, TSP-4 se expresa mas en el carcinoma lobulillar de
mama que en el invasor no especifico[111], y la expresion de TSP-3 parece estimular la progresion
del osteosarcoma [112]. Las TSRs de TSP-1 y 2, asf como las de otras protefnas, median en su
actividad antiangiogénica. De este modo, al carecer de ellas, no se espera que TSP-3, 4 y 5 inhiban

la angiogénesis en el micromedioambiente tumoral [108].

También se han encontrado miltiples copias del TSR en factores del complemento, incluyendo
C8, C9 y "properdina", asi como en dos proteinas que aparecen en los eritrocitos parasitados por
malaria (la proteina circumsporozoita y la proteina anonima relacionada con la trombospondina),
en protefnas involucradas en la via axonal, en N-proteinas del procoldgeno y en proteinas involu-
cradas en la angiogénesis como ADAMTS-1, METH-2 y el inhibidor 1 de la angiogénesis especifico
del cerebro, que al igual que las TSP-1 y 2, parecen inhibir la angiogénesis. Ademas, la secuencia
WSXWS que esta incluida en los TSRs, se encuentra en la familia del receptor de citoquina. En
conjunto, toda esta informacion indica que los TSRs estan involucrados en las uniones celulares y

las interacciones proteina-proteina.

El primer miembro de la familia de trombospondina identificado fue TSP-1 en 1971 [113],
cuando se vio que esta proteina era liberada por plaquetas activadas en respuesta a la trombina
y participaba en la formacion del coagulo de fibrina [114], siendo un componente principal de las

plaquetas sanguineas humanas.

Al igual que la mayoria de las proteinas grandes de la matriz extracelular, TSP-1 presenta
multiples dominios estructurales y lugares de fijacion de ligandos. Esta diversidad implica que la
TSP-1 puede interactuar al mismo tiempo con uno o més receptores de un mismo tipo celular. Por
otro lado, la respuesta celular a TSP-1 puede diferir segtn los respectivos niveles de expresion de
receptores y llevar a respuestas opuestas dependiendo de si se trata de una situacion fisiologica o
patoldgica. El hecho de que TSP-1 parece influenciar en numerosos procesos bioldgicos también se

debe relacionar con un control estricto de la expresion de la proteina y con su catabolismo a través



38 1.3. TROMBOSPONDINA 1

de un receptor endocitico que dirige su degradacion. Varios estudios han identificado al receptor
de lipoproteina de baja densidad (LRP) como un receptor endocitico responsable de la union e

internalizacion de TSP-1 [107].

La TSP-1 regula la proliferacion, migracion y apoptosis celular en una gran variedad de acon-
tecimientos fisiologicos y patologicos, incluyendo la curacion de heridas, inflamacién, angiogénesis
y neoplasia. Estos procesos conllevan a la formaciéon de complejos multiproteicos en la superficie
celular y la agrupacion de receptores que inicien la transducciéon de la senal, por lo que la funcion
de TSP-1 es dirigir la formacion de estos complejos multiproteicos que modulan el fenotipo celular,
de la misma forma que la formacién de complejos, los cuales regulan la adhesiéon celular, la senal
de transduccién y transcripcion, y esto lo hace mediante interacciones especificas con factores de
crecimiento, citoquinas, otos componentes de la matriz y proteinas de membrana. La proteinas de
membrana que participan en estos complejos incluyen integrinas, proteina asociada a la integrina
(conocida como CD47 o TAP), CD36 y proteoglicanos. El TGFS y el PDGF también se unen a
la TSP-1. Asi, como cada célula expresa un repertorio diferente de receptores, la composicion de
complejos y de las respuestas celulares varian en cada tipo celular. Por ejemplo, TSP-1 estimula o

inhibe la migracion de las células musculares lisas vasculares o endoteliales, respectivamente [85].

Se han hecho progresos importantes en el conocimiento de la funciéon de TSP-1 y TSP-2. En
concreto, se ha aclarado el papel de la TSP-1 en la activacion de TGFS y el papel tanto de TSP-1
como TSP-2 en la angiogénesis. Ademés, TSP-2 ha mostrado ser importante para la unién de
las fibras de coldgeno en la piel. A nivel celular, se ha identificado un sitio de unién a integrinas
a3(1 y algunas sefniales que se inician por TSP-1. Ademés, se ha descrito la interaccion de las vias

desencadenantes de sefial de varios receptores de TSP-1.

Actualmente se dispone de mucha informaciéon sobre el papel de TSP-1 en el cancer y apoya
la hipotesis de que realiza funciones importantes en el crecimiento tumoral y el desarrollo de
metastasis. Sin embargo, existen resultados conflictivos que definen a la TSP-1 tanto como un

supresor tumoral, como un promotor tumoral [115].

1.3.1. Interaccién de la TSP-1 con sus receptores

Se han identificado varios conjuntos de receptores para las diferentes partes de la TSP-1. Estos
receptores incluyen: CD36, integrinas, proteina asociada a la integrina (IAP), proteoglicanos y
sulfatides, la proteina relacionada con el receptor de la lipoproteina de baja densidad (LRP), y

uno o mas receptores no identificados para el C-terminal.
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La interaccion de TSP-1 con CD36

CD36, también conocido como GP88, GP IV, GP IIIb y PAS IV, es una proteina transmembrana
de cadena simple, de 88kDa, que esté glicosilada y palmitoilada. La ubicacién exacta de CD36
todavia es controvertida, sugiriéndose dos modelos de uno y dos dominios transmembrana [116,
117]. Originariamente se encontré en plaquetas y monocitos, pero también se distribuye en los
megacariocitos, células endoteliales capilares, células del melanoma y células epiteliales mamarias.
CD36 es un importante receptor que fija e internaliza LDL oxidado, acidos grasos y fosfolipidos
aniénicos. Como la fijacién y acumulacion de lipidos por los macréfagos subendoteliales es un paso
clave en la formacién de células espumosas y el subsiguiente desarrollo de lesiones aterosclerdticas,
se ha sugerido que CD36 juega un papel importante en la trombosis y la aterogénesis [118]. CD36
es también un receptor de adhesion que fija colagenos, TSP-1 y eritrocitos infectados por malaria.
A través de estas interacciones, CD36 realiza una gran variedad de funciones, como mediar en la
uniéon de plaquetas al colageno, monocitos y subendotelio, y contribuir a la activacién de monocitos
y plaquetas. Es responsable en parte de la virulencia del P. falciparum mediante el secuestro de los
eritrocitos infectados. A través de esta interaccion con el antigeno de la malaria, la proteina 1 de
membrana del eritrocito P. falciparum, CD36 media la citoadhesiéon de los eritrocitos parasitados
con las células endoteliales microvasculares, produciendo una oclusién microvascular local [119].

CD36 en las plaquetas, monocitos y células endoteliales funciona como un receptor para TSP-
1. La interacion TSP-1/CD36 esta implicada en la adhesion plaqueta/monocito, plaqueta/célula
tumoral, en la agregacion plaquetaria, en la absorcion de las células apoptoticas por los macrofagos,
en la activacion del TGF-31 latente por la plasmina en los macrofagos alveolares en las ratas
después de una herida, y en el efecto antiangiogénico de TSP-1 sobre las células endoteliales. Se
ha sugerido que la secuencia VI CG localizada en los TSRs de la TSP-1 es el principal lugar de
alta afinidad para la unién de CD36. Los péptidos que contiene esta secuencia, y los anticuerpos
antipéptidos, han demostrado tener un efecto inhibidor sobre la adhesién celular de TSP-1 [110].
Otras secuencias de TSP-1 pueden también unirse a CD36, una de ellas, GVQXR, se encuentra en
el dominio procolageno asi como en los TSRs [120].

La especificidad y capacidad del CD36 para la unién con TSP-1 o el colageno esta controlada
por la fosforilacion y desfosforilacion postranslacional del ectodominio del CD36 en Thr 92. En
las plaquetas en reposo, este residuo Thr existe en una forma fosforilada que puede fijar colédgeno,
pero no TSP-1. La desfosforilacion mediante la adicion de fosfatasa adcida exdgena hace que las
plaquetas pierdan la capacidad para fijar colageno y adquieran la habilidad de fijar TSP-1. El

cambio de este Thr por Ala resulta en un CD36 no fosforilado que fija TSP-1 de forma constitutiva
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[121]. Aunque se desconoce todavia el mecanismo por el que las fosfatasas son liberadas por las
células o las plaquetas activadas, se ha observado que existe una actividad quinasa A de una
ectoproteina cAMP-dependiente de plaqueta que puede fosforilar CD36 [122].

Se ha demostrado que TSP-1 esta implicada en la actividad inhibitoria especifica de VIH en la
saliva humana. Un sitio de unién de TSP-1, homologo al de CD36, esta presente en la glicoproteina
de membrana gpl120 del VIH. Este sitio aparece en las regiones conservadas C2 y C3 de la gp120,
las cuales son importantes para la unién del VIH a su receptor celular de alta afinidad CD4. TSP-1
puede unirse directamente a la gp120 de una manera dependiente de la concentracion y saturable.
Al igual que en la interaccion de TSP-1 con CD36, en la interaccion de TSP-1 con gpl20 esta
involucrada la secuencia CSVTCG de TSP-1, basado en estudios de inhibicién de péptidos. TSP-1
puede inhibir la infeccion por VIH de las células mononucleares de la sangre periférica, las células
T transformadas y la linea celular promonocitica, presumiblemente a través de la interaccion con
el sitio de unién de TSP-1 con CD36. Las concentraciones de TSP-1 que se requieren para bloquear
la infeccion por VIH estan en rango fisiologico [110].

Otro receptor no identificado aislado de las células del adenocarcinoma de pulmén A549 también
se une a la secuencia CSVTCG de la TSP-1, un hecho que promueve la adhesién celular. Este
receptor es distinto al CD36, ya que se une a la TSP-1 de una manera dependiente de calcio y

magnesio, y se caracteriza por dos bandas de 50 y 60 kDa en SDS-PAGE [123].

La interacciéon de TSP-1 con las integrinas

Las integrinas son una familia de receptores de superficie celular para proteinas de adhesion que
median en una gran variedad de funciones. Se ha revisado de forma extensa su estructura, funcion
v los eventos de senalizacion intracelular desencadenados por la unién de la integrina. Son capaces
de reconocer a numerosas proteinas de la matriz extracelular, como la fibronectina, vitronectina,
fibrin6geno, colagenos, factor de von Willebrand y lamininas, asi como a proteinas que median
en las interacciones de célula/célula [110]. TSP-1 es un ligando para varias integrinas, incluyendo
avi33, allbF3, a3p1, adfl, y abF1, y parece que las interacciones entre TSP-1 e integrinas estan
implicadas en numerosas de las funciones de la TSP-1. Esta se une a la superficie celular de las
plaquetas a través de la interaccion de la secuencia RGD con allbg3 y av33. La integrina av33 se
expresa en numerosos tipos celulares, y en muchos casos media en la adhesion celular con la TSP-1
mediante la interaccion con la secuencia RGD. Esta secuencia se localiza en el séptimo repeat tipo 3
fijador de calcio cuya configuracién es sensible a diferentes niveles de calcio y patrones de adhesion

disulfito [124]. Una proteina isomerasa disulfito que se encuentra en la superficie de las células
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endoteliales es capaz de catalizar el intercambio disulfito en la TSP-1, lo que da como resultado la
exposicion de la secuencia RGD [125]. La interaccién de TSP-1 con av(33 también regula las vias
descendentes de senalizacion. La ocupacion de la integrina av(33 por TSP-1 o vitronectina en la
superfice de las células del musculo liso vascular mejora la senalizacion del factor de crecimiento
insulina-like, incluyendo la fosforilacién del sustrato 1 del receptor de insulina , la sintesis proteica

y de ADN, y la migracién de la célula muscular lisa [126].

Otras acciones celulares mediadas por las integrinas apoyadas por la TSP-1 incluyen el creci-
miento de neuritas y la respuesta inflamatoria del huésped. a331 y otras integrinas que contienen
la subunidad av han mostrado jugar papeles importantes en el crecimiento de neuritas media-
da por TSP-1 en las células ganglionares periféricas. La TSP-1 se expresa de forma transitoria
a altas concentraciones en tejidos danados e inflamados, donde las interacciones TSP-1-integrina
funcionan en la respuesta inflamatoria del huésped. Por ejemplo, se ha demostrado que la ingestion
de eosindfilos apoptoticos por el macréfago humano derivado del monocito estd mediada por un
mecanismo av(33/CD36/TSP-1. Ademas, TSP-1 y su region central de 70 kDa pueden favorecer

la adhesién de linfocitos T.

Se ha identificado la integrina a331 como el principal receptor de integrinas para TSP-1 en
las células del carcinoma de mama. Esta integrina esta parcialmente activada en las células MDA-
MB-435, donde, después del acoplamiento inicial celular a la TSP-1, media la invasion celular, la
formacion subsecuente de filopodio, y la respuesta quimiotactica a la TSP-1. La interacciéon de
TSP-1 con a381 puede modularse por varios factores que regulan las actividades de esta integri-
na. Se han encontrado niveles bajos de expresion en células MDA-MB-231 y MCF-7, las cuales
atacan pobremente y no se extienden del todo a bajas concentraciones de TSP-1. Bajo las mismas
condiciones, sin embargo, las células atacan con avidez y se diseminan con TSP-1 cuando los anti-
cuerpos de activaciéon bl estéan incluidos. Otros factores, incluyendo suero, insulina y el factor de
crecimiento 1 insulina-like, también aumentan la actividad de esta integrina en relacién con TSP-1,
indicando que la interaccion de TSP-1 con a3/31 puede estar modulada por varias senales inside-out
que regulan el comportamiento celular, influyendo en estas células tumorgénicas y potencialmente
metastésicas [127]. Se ha identificado también al dominio fijador de heparina, un péptido de la
TSP-1 que contiene 190/201 residuos de aminoacidos desde el N-terminal, como la secuencia de

reconocimiento para la integrina 351 [128].
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La interaccion de TSP-1 con la proteina asociada a la integrina (IAP, CD47) y otros

receptores para el dominio C-terminal

El dominio C-terminal de la TSP-1 fue el primero identificado, en 1985, especificamente como

una region involucrada en la agregacion plaquetaria [129].

La TAP es una proteina transmembrana de aproximadamente 50kDa, que se expresa amplia-
mente, compuesta por un dominio similar al de una inmunoglobulina extracelular, cinco regiones
de membrana de memoria y una cola citoplasmética que se puede unir de forma alternativa [130].
IAP esta involucrada en una gran variedad de funciones, incluyendo la respuesta inmunitaria a la
infeccion bacteriana, la migracion de neutrofilos a través del epitelio, y la memoria. También se ha
implicado a la TAP en diferentes acpectos de la respuesta inflamatoria, incluyendo la liberacion de
citoquinas y la migracion transendotelial transepitelial de neutrofilos [110]. A través de la interac-
cion con TAP, TSP-1 interfiere en la acitividad de la integrina y su funcién en numerosas células.
Estas interacciones afectan a las funciones de av(33 en las células del melanoma, alI3b3 en las
plaquetas y 21 en las células musculares lisas y las plaquetas. Cuando las células C32 de mela-
noma se adhieren a un sustrato escasamente cubierto de vitronectina, TSP-1 soluble, el dominio
C-terminal recombinante, y el péptido 4N1K aumentan la disemninacion celular dependiente de
av(33. Esta diseminaciéon estimulada por la TSP-1 se bloquea con la toxina pertussis, lo que indica
que la sefial de TAP est4 mediada por una proteina Gi heterotrimérica [131]. La respuesta quimio-
tactica de las células musculares lisas mediada por la o201 esta también estimulada por la union
de TSP-1 y 4N1K con IAP [132]. En las plaquetas, IAP se asocia con las integrinas alIfb3 y o241,
y regula sus funciones. TSP-1 puede acivar directamente a la all3b3 en la superficie plaquetaria,
causando la diseminacion de las plaquetas sobre el fibrindgeno inmovilizado, la agregacion plaque-
taria, y la fosforilacién de Lyn y Syk y su asociaciéon con FAK. En esta activacion también esta
involucrada una via de senalizacion mediada por la proteina Gi. El colageno es capaz de inducir la
activacion/agregacion plaquetaria a través de una via mediada por 281, y la sinergia de TSP-1 y
el péptido 4N1K con la actividad del colageno activando las plaquetas mediante TAP [133]. En los
mioblastos esqueléticos, otro receptor que esta involucrado en la adhesion celular al C-terminal de

la TSP-1 permanece sin identificar, pero es posible que TAP juegue un papel en estas células.

Un tercer receptor para el C-terminal de la TSP-1 se aisl6 de la célula del carcinoma escamoso
11B usando la afinidad cromatografica de la TSP-1. Este receptor tiene dos componentes de 80
y 150 kDa que no estan relacionados entre ellos ni con integrinas. El hecho de que este receptor
reconozca al C-terminal de la TSP-1 esta apoyado por el hallazgo de que mAb C6.7 inhibe la uniéon

de TSP-1 [134].
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La interaccion de TSP-1 con proteoglicanos

Una caracteristica importante de TSP-1 es su capacidad para fijar proteoglicanos (PGs). Estos
forman una gran clase de moléculas que se expresan practicamente siempre y se caracterizan por
un core proteico con al menos una cadena de glucosaminoglicanos (GAG) unida. Las proteinas de
este core incluyen proteinas transmembrana, proteinas unidas a GPI y moléculas extracelulares
de diferentes tamanos. Sin embrago, en la mayoria de los casos, es el componente GAG de los
PGs el que interactia con las proteinas fijadoras de PG, como la TSP-1. Hay 5 tipos de GAGs
unidos a los cores de PG: heparan-sulfato (HS), condroitin-sulfatos (condroitin-4-sulfato wC4S o
CSAx y condroitin-6-sulfato wC6S o CSCX), dermatan-sulfato (DS, o CSB, un condroitin-sulfato
epidermizado)y el raro keratan-sulfato (KS). Otro GAG, heparina, se usa de forma universal tanto
para la purificaciéon de las proteinas fijadoras de heparina como un indicador de la funcién potencial
de GAG o PG. Sin embargo, la heparina es una forma altamente sulfatada de HS que se produce
s6lo en los mastocitos y no se le debe considerar como un GAG representativo de la mayoria de
tejidos. La actividad biologica de la heparina a menudo difiere draméaticamente de la de HS o los
heparin-sulfato proteoglicanos (HSPGs) que han sido inmunopurificados. La herapina también se
une casi siempre méas fuertemente a ligandos que a GAGs derivados de células o de tejidos. Por
ejemplo, TSP-1 intacta se une de forma mas fuerte a heparina mientras que la unién con HS, C4S
y C6S es 6-16 veces mas débil [110].

Las uniones de PG y GAG se han descrito en 3 regiones de TSP-1: el dominio fijador de heparina
N-terminal (HBD), los TSRs y la region de tipo 3Rc-terminal. Desde hace tiempo se ha conocido
el HBD como el lugar para las interacciones entre TSP-1 y HSPG. Se ha visto que HBD derivada
de tripsina monomérica se une a la heparina, HS y DS, pero no a C48S.

La region C-terminal tipo 3 de la TSP-1 contiene la secuencia RGD fijadora de integrina en
el ultimo repeat tipo 3, asi como un lugar de unién TAP en el dominio C-terminal. Recientes
descubrimientos apoyan la idea de que la union C4S a la region C-termianl tipo 3 puede inhibir
especificamente los comportamientos celulares que estan mediados por otros receptores que reco-
nocen esta parte de la molécula de TSP-1. La fijacién de la célula falciforme a la TSP-1 es inhibida
fuertemente por C4S, mientras que otros GAGs celulares y heparina tienen poco o ningin efecto.
Con la citometria de flujo usando anti-C4S mAb CS56 se ha demostrado que las células falciformes
no parecen tener C4S asociado a su superficie celular, lo que sugiere que la inhibicién de C4S no
se debe al desplazamiento de la unién de TSP-1 a CSPG de la superficie celular [135]. La TSP-1
intacta, el fragmento de 140 kDa de la TSP-1, y una proteina de fusiéon expresada en el dominio

C-terminal (hTSP-1C) ayudan a la fijacion de mioblastos C2C12. La fijacion de mioblastos a la
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TSP-1 intacta también se inhibe por EDTA, demostrando que se requiere una configuracion repleta
de calcio para la unién. Mientras que C4S inhibe la unién de mioblastos a TSP-1 y al fragmento
de 140 kDa en un 90 %, la union y extensiéon de hTSP-1C no se ve afectada por ella. Estos datos
sugieren que la region C-terminal tipo 3 intacta es necesaria para que C4S inhiba la adhesion de
C2C12 a TSP-1 [136]. Asi, se propone que mientras hay un sitio de uniéon con C4S especifico en
la region C-terminal tipo 3 intacta, la fijacion de C4S soluble esconde otros sitios de unién de

receptores en la region, y asi causa el efecto inhibitorio.

La interaccion de TSP-1 con la proteina relacionada con el receptor de lipoproteina

de bajo peso molecular y sulfatides

La TSP-1 sintetizada recientemente o se incorpora en la matriz extracelular, o se une a la su-
perficie de membrana celular donde es catabolizada rapidamente. Ambas actividades son inhibidas
por la heparina. En 1995, dos grupos de investigacién identificaron la proteina relacionada con el
receptor de lipoproteina de bajo peso molecular (LRP), un miembro de la famila de receptores de
lipoproteina de bajo peso molecular (LDLR), como un receptor que media en el catabolismo de
TSP-1. Demostraron que tanto la internalizacién como la degradacion de TSP-1 por las células
esta bloqueada por anticuerpos anti-LRP y por RAP, un antagonista del ligando de unién a las
proteinas LDLR, y que TSP-1 es capaz de fijar LRP purificada. Ademaés, la heparina inhibe la
uniéon celular y el catabolismo de TSP-1, y el pretratamiento heparinitasa de las células inhibe
notablemente la degradacion de TSP-1 [137, 138]. En otro estudio, Chen et al. mostraron que la
absorciéon de LRP y la degradacion de TSP-1 estd mediada por la HBD. Es mas, tanto TSP-1 y la
HBD trimérica muestran una cinética de unién, absorcion y degradaciéon similar, indicando que la
HBD trivalente es suficiente para mediar el catabolismo de TSP-1 por células [139]. En conjunto,
estos datos indican que el catabolismo de TSP-1 por LPR estd mediado por la HBD, y que un
HSPG es esencial para esta actividad. En las células endoteliales vasculares, el catabolismo de
TSP-1 se inhibe por RAP, pero no por anticuerpos anti-LRP, sugiriendo que otra proteina LDLR
es la responsable [137].

Los glicolipidos sulfatados o sulfatides representan otro grupo aniénico de moléculas de uniéon a
TSP-1. Usando hematies, plaquetas y células de melanoma, dos grupos han purificado las sulfatides
de membrana que fijan TSP-1 [140, 141]. Se encontr6 que la galactosilceramida I3-sulfato es el
componente de union a TSP-1 mas fuerte en los hematies y en las plaquetas [140].

En resumen, existen varios receptores para las diferentes partes de la TSP-1. Con la excepcion

de los repeats tipo 2, multiples receptores se fijan a todos los dominios de la TSP-1. A través de
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estas interacciones, se provocan diferentes sefiales que afectan a varios aspectos de la respuesta
celular. Otro nivel de regulacién deriva de las interferencias entre los sistemas de receptores. Esto
se ejemplifica por la regulacion de las actividades de la integrina por IAP. Incluso esas integrinas
que no reconocen a TSP-1 como un ligando estédn estimuladas por péptidos de TSP-1 que fijan
IAP. Asimismo, la actividad de la integrina se puede también estimular por péptidos del TSR.
De esta forma, la influencia de ocupacion del receptor de TSP-1 depende de: 1) el nivel y el
patréon de expresion se los receptores; 2) los estados activos relativos de los receptores; y 3) la
coordinaciéon de la maquinaria de senalizacion intracelular que esta asociada a cada receptor. Por
ejemplo, mientras que la familia Src de quinasas, p38 y las caspasas parecen estar involucradas en
la apoptosis endotelial inducida por la TSP-1, los detalles de esta via de senalizaciéon permanecen

todavia por determinar [110].

1.3.2. Senal de transduccién y organizaciéon esquelética inducida por

TSP-1

Se ha observado de forma consistente, con datos de los efectos de TSP-1 sobre la senal de
transduccién de las células musculares lisas in vitro, que estas células expresan TSP-1 en vasos
danados, ateroscleréticos y reestenoticos. Ademaés, anticuerpos contra varios dominios de TSP-1
inhiben la proliferacion y migracion de las células musculares lisas [110]. En un estudio, la respuesta
quimiotactica de estas células a la TSP-1 se inhibe especificamente por péptidos que contienen
RGD, sugiriendo que las integrinas estan involucradas [142]. Esta observacion es consistente con
el hallazgo de que av(33 en estas células se unen a TSP-1 [143]. Por el contrario, Yabkowitz et
al. encontraron que los péptidos que contienen RGD no inhiben la respuesta quimiotactica de
las células musculares lisas a TSP-1. Estos autores vieron inhibicién con un anticuerpo anti-av,
indicando que las integrinas estan implicadas [144]. Mientras que los ensayos de quimiotaxis usados
en los dos estudios son similares, se diferencian en que uno uso6 las células musculares lisas de la
vena safena humana y el otro las de la arteria pulmonar bovina.

Las senales en las células musculares lisas son consistentes con la activacion de vias descendentes
de integrinas. Usando inhibidores especificos de la migracién de células musculares lisas, Gahtan
et al. han identificado recientemente proteinas que pertenecen a la via descentende de FAK. Sus
datos indican que la migraciéon de células musculares lisas inducida por TSP-1 es dependiente a la
activacion de la via MAPK [145].

Se ha observado que la interaccion de IAP con TSP-1 desencadena vias de sefializaciéon descen-

dentes intracelulares que inducen la muerte celular caspasa independiente en los clones de células
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B en la leucemia linfocitica cronica, aunque no esté clara la via exacta que lleva a esta muerte
celular [146]. Algunas de la modulaciones de las actividades de las integrinas por TSP-1 han mos-
trado estar mediadas por la interaccion directa de IAP y proteinas Gi heterotriméricas, y la via de
senalizacion ligada a Gi. En las células musculares lisas, las actividades ERK también se inhiben
por la interaccién de TAP con TSP-1 [132]. Esto ha sugerido que, a través de la via de sefializacion
ligada a la proteina Gi, TSP-1 puede afectar la actividad de las integrinas, incluyendo o251 y (3,
asf como influenciar en los mecanismos celulares descendentes.

La interaccion de TSP-1 y CD36 también parece desencadenar las vias de senalizacion descen-
dientes intracelulares. TSP-1 induce la dimerizacion de CD36. Ademas, la union del CD36 de la
célula endotelial con TSP-1, péptido CSVTCG o anticuerpos contra CD36, inhiben especificamente
la movilizaciéon de calcio intracelular estimulada por trombina o tripsina a través de sus respectivos
receptores, pero no la respuesta de calcio estimulada por VEGF o histamina. Se han descrito que
varias proteinas tirosin quinasas de la familia Src estdn asociadas a CD36 en las células endoteliales
y plaquetas. En las células endoteliales de la microvasculatura, CD36 se une mas fuertemente a
Fyn, lo que parece ser esencial para la inhibicion de la angiogénesis inducida por TSP-1. Todavia

no se ha determinado el mecanismo por el cual CD36 se asocia con la familia de quinasas Src [110].

1.3.3. Ejemplos de las funciones en vivo de la TSP-1

La capacidad de activar TGF-( y de inhibir la angiogénesis son las dos primeras funciones de
TSP-1 que se han probado in vivo. Dada la variedad de respuestas celulares a TSP-1, seguramente
hay més. Quedan todavia por determinar mucho detalles de los mecanismos de inhibiciéon de la

angiogénesis y de la activacion de TGF-{.

Activacion de TGF-31 por TSP-1

La superfamilia de TGF-3 incluye TGF-31, TGF-32, TGF-33, activinas, inhibinas, proteinas
morfogénicas del hueso y sustancia inhibidora miilleriana. TGF-31 es una citoquina multifuncional,
involucrada en un gran nimero de procesos fisiolégicos y patoldgicos, incluyendo la regulaciéon del
crecimiento celular, desdiferenciacion, adhesion, motilidad y muerte celular, por lo que su actividad
necesita estar firmemente controlada [147]. Actia como un regulador endégeno de la angiogénesis
y como factor anti-oncogénico. TGF-31 activo puede estimular a los monocitos y macréfagos para
secretar citoquinas proangiogénicas [148§].

TGF-(1 se secreta en una forma biol6gicamente inactiva, TGF-31 latente, que no es capaz

de interactuar con su receptor y obtener respuestas biologicas. El pequeno TGF-{1 latente es un
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homodimero unido a disulfito que es un producto de un tnico gen. Antes de la secrecion, el péptido
asociado a la latencia de N-terminal (LAP) se rompe enzimaticamente y permanece asociado de
forma no covalente con el péptido TGF-31 activo maduro. TGF-(1 latente también puede existir
como un gran complejo, en el cual LAP estd unido de forma disulfito a una proteina de union
TGF-f1 latente. LAP es importante para la secrecion apropiada del complejo. Se ha sugerido que
la region N-terminal de LAP es importante para su interaccion con TGF-f31, y esta interaccion es

esencial para conferir latencia al complejo [149).

La activacion de TGF-(1 es vital para la unién a sus receptores celulares y para sus actividades
biologicas, como la regulaciéon del crecimiento tumoral. Esta conversion es un paso importante para
controlar sus funciones tanto in vitro como in vivo. Como TGF-31 y sus receptores se expresan
de forma generalizada, la cantidad de TGF-31 que es producida es fundamental para la regulacion
de la actividad de TGF-G1. In vitro, TGF-81 activa puede ser liberada del complejo latente por
proteasas, glicosidasas, pH extremo y reactantes de calor. Los mecanismos fisiologicos de activacion
no se conocen totalmente, aunque se ha sugerido que estan involucrados la exposiciéon a especies
oxigeno reactivos, uniones a integrina av36, interacciéon con TSP-1, procesamiento proteolitico por

plasmina, y la interaccion con el receptor manosa-6-fosfatasa y transglutaminasa tisular [150].

TSP-1 parece ser uno de los activadores fisiologicos mas importantes de TGF-£1 in vivo. En
1992, Murphy-Ullrich et al. describieron que TSP-1 se unia y activaba a TGF-3 [87]. Desde esta
primera observacion, se han usado proteinas de fusién y péptidos sintéticos para estudiar la base
molecular de esta interaccion, y se han utilizado ratones sin TSP-1 para mostrar que TSP-1 activa
a TGF-f en los tejidos epiteliales [151]. La activacion de TGF-£1 latente por TSP-1 depende de la
interaccion entre el péptido asociado a latencia (LAP) del TGF-f3 y la activacion de la secuencia

de TSP-1.

La secuencia de activacion de TGF-31 en TSP-1 se ha localizado en la secuencia RFK entre el
primer y segundo TSR (siendo un extremo carboxi-terminal del primero). Una segunda secuencia
central de TSP-1, WxxW, ha mostrado ser capaz de unirse al dominio activo de TGF-$1. Sin
embargo, esta secuencia no puede activar al TGF-1 latente. Existen varias versiones de esta
secuencia en TRS de TSP-1 y TSP-2. Aunque los péptidos que contienen WxxW no activan al
TGF-f1 latente, pueden bloquear la activacion de TGF-31 por TSP-1 [110].

A concentraciones suficientemente elevadas, los péptidos sintéticos que incluyen la secuencia
RFK son suficientes para activar TGF-31. Esta se sintetiza como un tnico polipéptido, antes de
ser procesado proteoliticamente hacia el TGF-3 maduro y un péptido asociado a latencia (LAP). La

teoria de reconocimiento molecular se usé para identificar la secuencia en LAP que es responsable
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de la interaccion con TSP-1. Es una secuencia LSKL en el N-terminal de S1-LAP y muestra
interaccion especifica con la secuencia RFK en TSP-1. LSKL es capaz de inbibir competitivamente
la activacion del TGF-31 latente por TSP-1. Estos datos sugieren que la secuencia RFK interactua
con la LSKL para desplazar a LAP y hacer a TGF-(1 accesible a sus receptores [85]. Como se
conserva LSKL en todos los LAPs de TGF-1-5, se ha propuesto que T'SP-1 puede estar involucrada
en la activacion de todas esas formas latentes de TGF-3. En realidad, se ha observado que TSP-1
puede activar TGF-(2 recombinante de una forma LSKL dependiente. Es necesario confirmar la

capacidad de TSP-1 de activar otras formas de TGF-/ latente [110].

Basado en los estudios descritos anteriormente, se ha propuesto un modelo de activacién de
TGF-41, en el cual, TSP-1 utiliza un mecanismo de dos pasos para activar TGF-(1 latente. La
secuenca WxxW de TSP-1 sirve como una secuencia de conexién para interactuar con la parte
madura de TGF-(1, la cual ayuda a orientar a TSP-1 en un camino que favorece la unién de la
secuencia KRFK a la LSKL de LAP, causando un cambio configuracional en el complejo latente y

exponiendo epitopos que son criticos para la fijacion al receptor celular [151].

El miembro mas cercano de la familia de TSP a TSP-1, TSP-2, puede inhibir la activacion del
TGF-31 latente por TSP-1 y, de este modo, regular la actividad de TGF-31. Se cree que esto se
debe a la presencia de la secuencia de uniéon comin WxxW en el TSR de TSP-2. RIR, la secuencia
de T'SP-2 que corresponde a la secuencia RFK en TSP-1, ha mostrado ser incapaz de activar TGF-
(B1. Es interesante que estas dos secuencias estdn en una inserciéon de cuatro residuos entre el primer
y segundo TSR. Cuando TSP-1 y TSP-2 se someten a la digestion de tripsina, la secuencia RIR
es destruida preferentemente por la tripsina. La diferencia de sensibilidad a la tripsina de TSP-1y

TSP-2 sugiere que existe una diferencia estructural entre ambas en esta parte de la molécula [110].

El significado fisiologico de la activacion de TGF-51 por TSP-1 se ha observado en ratones. Los
que carecen de TGF-1 mueren a mitad de gestacion o sobreviven s6lo unas pocas semanas gracias
a factores de crecimiento maternos. La necropsia de los que sobreviven revela una mielopoyesis
disregulada, y un sindrome de gasto caracterizado por una respuesta inflamatoria cuyas dianas son

el corazon, pulmon, pancreas, estobmago, higado y musculo estriado [152, 153].

La sobreexpresion de TGF-/1 tiene también consecuencias catastroficas. Las similitudes histo-
logicas entre los ratones sin TPS-1 y sin TGF-31 son notables en multiples 6rganos, incluyendo el
pulmoén y el pancreas. En los ratones salvajes, tanto TSP-1 como TGF-31 activa se expresan de for-
ma importante en el epitelio bronquial. Coincidiendo con esta alta expresion, la pérdida de TSP-1
y TGF-51 en los respectivos ratones nulos muestra fenotipos pulmonares alterados, similares entre

si, incluyendo hiperplasia epitelial bronquial, hiperplasia de células musculares lisas vasculares,
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hemorragia alveolar e inflamacion. En los ratones sin TSP-1, TGF-(1 inactivo se puede detectar el
el epitelio bronquial, aunque los tejidos subyacentes tinen para TGF-31 activo. TGF-£1 suprime el
reclutamiento de las células inflamatorias hacia el pulmoén, asi que las anormalidades en los ratones
con déficit de TSP-1 deben resultar de una respuesta inmune exagerada contra bacterias que estan
presentes normalmente. Para probar esta hipotesis directamente se traté a los ratones sin TSP-1
con el péptido KRFK de activacién de TGF-(1, pero no con el péptido de control KQFK o PBS,
y esto corrigio la anormalidad pulmonar con un alcance tal que los fenotipos son mas similares al
raton de tipo salvaje. Por ejemplo, el epitelio de los ratones sin TSP-1 tratados con KRFK tifien
positivamente para TGF-31 activa. En cambio, los animales de tipo salvaje tratados con el péptido
LSKL de LAP, que puede bloquear la activacion de TGF-£1 por TSP-1, pierden la tincion positiva
para TGF-( en el epitelio de las vias aéreas proximales, y caus6 una hiperplasia epitelial similar a

la observada en los ratones carentes de TSP-1 y de TGF-41 [110].

En el pancreas, la expresion de TSP-1 se ha asociado con las células de los islotes y, en en
menor medida, con las células intersticiales. Los ratones sin TSP-1 y sin TGF-31 también muestran
cambios morfologicos paralelos en el pancreas, incluyendo inflamacioén, hiperplasia de células de los
islotes e hipoplasia acinar. La tincion fuerte de TGF-0Gs en los acinos de los ratones salvajes esta
reducida de forma importante en los ratones sin TSP-1. Al igual que en el pulmon, los fenotipos
nulos pueden normalizarse con el péptido KRFK de activacion de TGF-(31, pero no con el péptido
de control. Los animales de tipo salvaje también muestran anormalidades en el pancreas después
de ser tratados con el péptido de bloqueo de la activacion de TGF-51, LSKL. Estos datos sugieren
que en el pulmén y en el pancreas, y posiblemente en otros érganos, incluyendo higado, corazon,
piel, testiculos, hueso y estomago, TSP-1 es el mecanismo principal de activaciéon de TGF-G1, y
tiene una funcién fundamental en el mantenimiento de los fenotipos y funciones normales de estos

organos [110].

Pero, aunque TSP-1 ha mostrado ser el principal activador de TGF-31 en algunos sistemas
organicos, no es el tnico. Esto se ha evidenciado en ensayos donde los ratones sin TGF-G1 muestran
un fenotipo mucho mas severo que el que muestran los ratones sin TSP-1, y en estos ultimos,
se puede detectar TGF-G1 activa, aunque en niveles bajos. Por ejemplo, aunque no se puede
detectar TGF-f1 activa en el epitelio de las vias aéreas proximales, si se puede hacer en los tejido

subyacentes, y puede detectarse en acinos, pero a niveles de expresion mucho méas bajos [154].

En las plaquetas tampoco parece que TSP-1 sea un activador importante del TGF-g1 [155].
Ambas proteinas se secretan de los granulos-a en respuesta a agonistas como la trombina. TGF-

b1 es liberado por los granulos a después de la activacion plaquetaria por TSP-1, uno de los
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componentes fundamentales de estos granulos. Se ha observado que la TSP-1 purificada de las
plaquetas activadas contiene algiin TGF-31 unido, y que la actividad del complejo TSP-1-TGF-51
explica el 60 % del total de la actividad de TGF-31 liberada. TSP-1 puede despojarse de TGF-/1
mediante la exposicion a pH elevado (pH 11) y esta TSP-1 puede, de una en una, activar al TGF-
(41 latente por un mecanismo independiente de células y de proteasa. Ambas formas de TGF-f1,
grande y pequena, pueden ser activadas por T'SP-1. Se estima que hay unas 500 moléculas de TSP-
1 por cada molécula de TGF-81 en las plaquetas. A pesar de este exceso de TSP-1, la mayoria
de TGF-81 que es secretado por las plaquetas de tipo salvaje esta inactivo. Es mas, los niveles
de TGF-31 activo e inactivo que son secretados por las plaquetas salvajes y las deficitarias de
TSP-1 son equivalentes. Esto indica que la mayoria de la TSP-1 que esta presente en las plaquetas
es incapaz de activar al TGF-31. Esta pérdida de actividad puede ser debida a la modificacion
post-translacional de los TSRs o a la presencia de una proteina no identificada que se une a los
TSRs de la TSP-1 y bloquea la unién con TGF-#1. Un mecanismo asi puede ser necesario para
prevenir la activacion prematura de TGF-31 en los granulos « de las plaquetas. Este mecanismo
parece que no es necesario en las células epiteliales, donde las dos proteinas se expresan de forma

constitutiva y se mantiene un nivel basal de TGF-/1 activo [85].

De manera interesante, aunque TSP-1 puede activar potencialmente TGF-52 y TGF-33, no
parece que sea el principal activador in vivo de estos dos factores de crecimiento latentes, puesto
que fenotipos de ratones sin TGF-82 y sin TGF-33 no muestran paralelismos notables con los

ratones sin TSP-1 [110].

En cuanto al crecimiento tumoral, TGF-31 actiia como un regulador endégeno de la angio-
génesis y como factor anti-oncogénico [156]. TGF-81 activo puede estimular a los monocitos y
macrofagos para secretar citoquinas proangiogénicas. Algunos de los aminoacidos de la TSR que
activan al TGF-31 parecen estar también involucrados en el efecto antiangiogénico de la TSP-1
[157]. Varios estudios han descrito que la actividad antiangiogénica de la T'SP-1 est4 mediada por
la proteina de membrana CD36. Asi, los TSRs funcionan para fijar tanto TGF-51 como CD36. La
expresion de TSR inhibe el crecimiento tumoral a través de la activacion de TGF-(1 en xenoin-
jertos de carcinoma de células escamosas humano. La inyeccion sistémica de TSRs recombinante
inhibe el crecimiento de los tumores experimentales B16F10 a través de la inhibicion de la angio-
génesis y la activacion de TGF-8. De este modo, TSP-1 localizado en el entorno tumoral puede
funcionar como un supresor del crecimiento de las células tumorales y lo hace activando TGF-/51

en las células tumorales que son sensibles [148].
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Los efectos de TGF-£1 en la progresion tumoral pueden ser inhibitorios o estimuladores, depen-
diendo del nivel de actividad de TGF-(1, el estado del receptor de TGF-31 [158] o del estadio de
progresion tumoral [159]. Por ejemplo, las células del glioma maligno segregan TGF-51 y pueden
activar parcialmente TGF-01 latente mediante TSP-1 [160]. Mientras que la expresién de TSP-1
en el estroma del carcinoma colo-rectal parece inhibir la angiogénesis y el crecimiento tumoral
activando TGF-f1 [161], Kawataki et al. encontraron que la sobreexpresion de TSP-1 y TGF-51
en el tejido aumenta la malignidad de los gliomas generando TGF-31 activo en el tejido tumoral
[162]. Los niveles elevados de TGF-81 activos en los gliomas malignos pueden causar que estos
tumores se hagan mas resistentes a TGF-(1 y TSP-1. De forma similar, la exposiciéon prolongada
a TSP-1 puede causar la proliferacién de células tumorales preexistentes que son resistentes a sus
efectos anti-angiogénicos [163]. Ademas, las células tumorales genéticamente inestables por si mis-
mas pueden promover la proliferacién de una subpoblacién de variantes que sobreexpresan factores
angiogénicos como compensaciéon a los efectos inhibitorios de TSP-1, y de este modo favorecer
la neovascularizacion. Esto puede permitir que los tumores crezcan de manera maés eficiente ante
la presencia de TSP-1 y TGF-81 activo. También se ha observado que un receptor I mutado de
TGF-£1 esta asociado con la metastasis de carcinoma de mama, linfoma T cuténeo, cancer de
ovario y cancer de cabeza y cuello, el cual puede ayudar a las células a escapar del efecto inhi-
bidor del TGF-S1. También se ha descrito que TGF-(1 pierde o altera su funcién supresora de
tumor en respuesta a cambios en las actividades del receptor de andrégenos, factor de crecimiento
insulina-like I, Akt y mTOR durante la progresion de malignidad en la prostata [164]. Ademaés, la
complejidad y la dualidad de las funciones de TGF-31 esta demostrada a fondo por su capacidad
de suprimir la proliferaciéon de las células tumorales en estadios tempranos, mientras que mas tarde
en la progresion tumoral, aumenta la invasion vascular y la metastasis afectando al estroma del
huésped [165].

Asimismo, los mecanismos que apoyan la inhibicién del crecimiento tumoral y la angiogénesis
mediada por TGF-£1 son complejos y varian segun el tipo de tumor. Las relaciones entre TSP-
1, TGF-81 y el crecimiento tumoral necesitan ser investigadas mas a fondo en diferentes tipos
tumorales a fin de determinar las vias de sefializacion comunes para la regulacion de la angiogénesis

y el crecimiento tumoral [148].

Inhibicién de la angiogénesis por TSP-1

TSP-1 fue la primera proteina inhibidora natural de la angiogénesis identificada. Estudios pos-

teriores han mostrado que TSP-1 y -2 inhiben la angiogénesis en miltiples ensayos in vivo e in
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vitro. Ademés, la sobreexpresion de TSP-1 o -2 en varios tipos celulares inhiben la angiogénesis y
el crecimiento tumoral cuando estas células se implantan en ratones.

TSP-1 juega un papel critico en la inhibicién de la angiogénesis, lo que produce una inhibicién
del crecimiento tumoral y de las metastasis experimentales [166]. En las células endoteliales, TSP-1
inhibe su migracién in vitro e induce su apoptosis tanto in vivo como in vitro. El papel que juega
la TSP-1 en la progresion tumoral esta intimamente asociado con los niveles de expresion del gen

supresor tumoral p53 y de oncogenes como myc y ras, asi como de la actividad de TGF-51 [148].

= Los niveles de TPS-1 estan regulados por los genes de supresion tumoral y on-
cogenes
La angiogénesis tumoral esta regulada por un equilibrio dindmico entre factores positivos y
negativos, los cuales se pueden modular por genes supresores tumorales, oncogenes y otros
genes relacionados [148]. El producto del gen supresor tumoral p53 es un factor de transcrip-
cién que induce la detencién del crecimiento y la apoptosis. También hay pruebas sustanciales
de que pb3 regula la expresion de TSP-1 y que la pérdida de la expresion de p53 de tipo
salvaje puede contribuir al desarrollo de un fenotipo angiogénico disminuyendo la expresion
de TSP-1 e incrementando los niveles de VEGF . Por ejemplo, se observo que los fibroblastos
de pacientes con sindrome de Li-Fraumeni portan una mutacién que se traduce en un alelo
de p53 inactivo [167], lo cual se correlaciona con la reduccion de la expresion de TSP-1 y
con el cambio a un fenotipo estimulador angiogénico [168] [169]. Ademéas, Gautman et al.
describieron que la transfeccion de ADN del p53 PEI mediante aerosol dentro de los ratones
con tumores de pulmén B16-F10 causa un importante descenso de la carga tumoral, inhi-
biendo las metéastasis pulmonares, incrementando la supervivencia, elevando la expresion de
TSP-1 y disminuyendo la de VEGF en el tejido pulmonar y en suero [170]. La expresion de
TSP-1 esta ademas influenciada por el estado de p53 en el desarrollo y progresion del cancer
de prostata [171], el carcinoma epitelial de ovario avanzado [172] y en el glioma [173]. En el
melanoma maligno, la adquisicién de p53 mutante, los niveles bajos de TSP-1 y la elevada
infiltraciéon microvascular, pueden estar interrelacionados y correlacionados con un fenotipo
metastasico. En el cancer de colon y vejiga humanos, los bajos niveles de expresion de TSP-1
y el incremento de la densidad vascular se correlacionan con la pérdida de expresiéon de p53.
Sin embargo, el descenso de expresion de TSP-1 en el cancer de vejiga puede que preceda a
la pérdida de pb3. Ademas, la pérdida de la expresion del gen de TSP-1 en los ratones con
déficit de p53 lleva a la disminucién de la supervivencia global y a cambios imperceptibles

en el espectro de los tumores observados [110]. Asimismo, p73, un homologo de p53, puede
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jugar un papel potencial en la regulacion de la angiogénesis tumoral por p53. Vikhanskaya et
al. han encontrado que la sobreexpresion de p73 en las células del carcinoma ovarico llevan a
una expresion disminuida de TSP-1 y a unos niveles incrementados de VEGF (siendo ambos
dependientes de p53), lo que resulta en un incremento de la angiogénesis en los tumores con
sobreexpresion de p73 [174].

Al contrario que los datos anteriores, otros estudios han fracasado a la hora de demostrar
la correlacion entre el estado de p53, la expresion de TSP-1 y la progresion tumoral. De
hecho, se ha descrito que la expresion del gen de TSP-1 estd inversamente relacionada con
la acumulacion de p53 en los casos de cancer de colon [175]. Un estudio de Grossfeld et
al. no encontr6 asociacion significativa entre la expresion de TSP-1, el estado de p53, la
densidad microvascular y la respuesta después de la prostatectomia radical en pacientes con
cancer de prostata en estadio T3 [176]. Ademés, p53 no afecta a la expresion de TSP-1 en el
colangiocarcinoma microvascular [177]. Aunque la pérdida de la actividad antiangiogénica de
la TSP-1 funciona como un hecho clave en la transiciéon a un fenotipo angiogénico durante el
desarrollo del cancer de vejiga, la alteracion en la expresion de TSP-1 no se puede atribuir al
p53 [178]. Por ultimo, en el cancer de pulmon de células no pequetias, el ARNm de TSP-1 esta
inversamente asociado con la expresion de la proteina del factor de crecimiento de fibroblastos
basico (bFGF) pero no con el cambio en la expresion del gen p53. Sin embargo, la presencia de
mutaciones de p53 se relaciona altamente con niveles elevados de la expresion de la proteina
VEGF y con la angiogénesis [179]. Asi, la regulacion de TSP-1 por p53 puede ser especifica
de célula o especifica de tejido y pueden estar involucrados diferentes mecanismos en varios
tipos de tumores.

La expresion de TSP-1 también esta regulada por oncogenes. El gen de TSP-1 esta disregu-
lado por jun, src y myc. La activacion de myc infra-regula la expresion de TSP-1 mediante
el incremento del volumen de las copias de TSP-1 o del descenso de su estabilidad. Ras
ha mostrado inhibir la expresion de TSP-1 promoviendo la fosforilacién y de este modo la
activacion de myc. A este respecto, la actividad colaboradora de los oncogenes ras y myc
lleva a la disregulacion de la expresion de TSP-1, lo que facilita la formacion tumoral y la
angiogénesis. Ademas, el gen supresor del tumor de Wilms, WT1, reprime la transcripcién

de TSP-1 uniéndose al promotor de la TSP-1 en respuesta a la sobreexpresion de c-Jun.

En resumen, la funcion de la TSP-1 en la progresion tumoral estd asociada con una angio-
génesis disminuida, la cual puede estar regulada por p53, un gen que est4d mutado aproxi-

madamente en el 50 % de los canceres. El p53 de tipo salvaje es uno de los varios genes de
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supresion tumoral humanos que pueden causar el cambio de un fenotipo angiogénico a otro
angioestatico en las células tumorales mediante la modulacién de la expresion de TSP-1.
Esta regulacion parece ser especifica del tipo de célula y presumiblemente del tipo de tejido.
Ademas, las senales hipoxicas y oncogénicas puedan interactuar con el ambiente tumoral
para inhibir la expresién de TSP-1 e inducir la de VEGF y asi promover el cambio hacia un
fenotipo angiogénico. Asimismo, es importante destacar que los genes de supresion tumoral y
los oncogenes regulan la expresion y la actividad de muchos otros factores que pueden afectar

directa o indirectamente a la regulacion de la angiogénesis [148]

La inhibicién del crecimiento tumoral y las metastasis por TSP-1 a través de la

regulacion de la angiogénesis

1. El cambio angiogénico y el equilibrio entre factores angiogénicos y angioestéticos

Factores de crecimiento como VEGF y bFGF son esenciales para la angiogénesis tumo-
ral porque estimulan la proliferaciéon y la migracion de las células endoteliales mientras
que inhiben su apoptosis [180]. La retirada de las sefiales de supervivencia asociadas a
VEGF provoca la apoptosis de las células endoteliales durante el desarrollo embrionario
asi como durante la progresion tumoral. Ademas, la actividad inhibidora de VEGF en
los tumores causa el desprendimiento y la apoptosis de la célula endotelial, seguido del
colapso vascular, hemorragia y necrosis tumoral. Alteraciones en este equilibrio dina-
mico pueden determinar en ultima instancia dénde ocurre el cambio angiogénico en el
microambiente tumoral. Se puede activar la angiogénesis durante el estadio temprano,
preneoplasico, del tumor [148]. En este estadio, el equilibrio entre estimuladores e in-
hibidores angiogénicos esta alterado s6lo en lugar del tumor primario. En los estadios
clinicos avanzados, sin embargo, ya no se localizan las alteraciones en la expresién de
los factores angiogénicos. Mientras que el avance del tumor alcanza los microvasos ad-
yacentes, los factores angiogénicos, como VEGF y bFGF, son liberados por el tumor.
Estos estimulan para que las células endoteliales crezcan, migren hacia el tumor y se
organicen formando una red de capilares [181]. La interaccion sostenida entre las células
tumorales y las estromales (por ejemplo: endoteliales, macrofagos, fibroblastos, etc.), la
liberaciéon prevalente de factores y la extension de la angiogénesis determinan la direc-
cion y el grado de desarrollo tumoral. Por ejemplo, algunos inhibidores angiogénicos,
como la angioestatina, alteran el equilibrio dinamico entre la apoptosis y la prolifera-

cion de las células tumorales, causando un estado de relativa hibernacién con respecto
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a la progresion tumoral. Actualmente se acepta que la expresion moderada o fuerte de
VEGF esta asociada de forma significativa con elevada densidad microvascular en los
carcinomas endometriales, mientras que la alta expresion de TSP-1 en tejidos tumorales

juega un papel regulador negativo en la angiogénesis tumoral [148].

2. TSP-1 y la regulacién de la angiogénesis tumoral

Se han realizado estudios con péptidos sintéticos para localizar la actividad anti-
angiogénica de la TSP-1 en los TSRs, implicindose tres secuencias, adyacentes unas

a las otras, dentro del segundo TSR de la T'SP-1.

El péptido sintético, denominado MAL-II, que contiene la secuencia CSVTCG, fue uno
de los primeros en ser identificado. Esta secuencia parece unirse al CD36, por lo que a
éste se le considera un receptor esencial. Varias lineas de investigacion indican que la
actividad antiangiogénica de la TSP-1 estd mediada por la inhibicién de la migracion
de las células endoteliales y la induccién de la apoptosis mediante la interaccion de la
TSP-1 con CD36 [120, 182]. Se ha observado que la expresion de CD36 se correlaciona
con una menor vascularizacion estromal y con un mejor prondstico en el cancer de colon
[183]. La interaccion de TSP-1 con CD36 juega un papel importante en la actividad
antiangiogénica de la TSP-1, tanto in vivo como in vitro. In vitro, CD36 media la inhi-
bicion de la migracion y formacion de canales de la célula endotelial por TSP-1. Tanto
las proteinas de fusiéon GST que contienen la regiéon de fijacién de TSP-1 con CD36
y anticuerpos IgG contra CD36 bloquean la inhibicién de la migracién endotelial cau-
sada tanto por TSP-1 como por péptidos antiangiogénicos que contienen la secuencia
CSVTCG. Las moléculas que fijan CD36, incluyendo colageno, LDL oxidado y anti-
cuerpos IgM anti-CD36, pueden también inhibir la migraciéon de la célula endotelial
[120]. In vivo, TSP-1 puede inhibir la angiogénesis en los ensayos de neovascularizacion
corneal. Por el contrario, no inhibe la neovascularizacion corneal inducida por FGF-2
en los ratones sin CD36, mientras que otro inhibidor angiogénico, la angioestatina, que
presumiblemente no usa a CD36 como receptor, la inhibe en estos ratones. De manera
similar, en los ratones sin Fyn, TSP-1 no bloquea la angiogénesis inducida por FGF-2,
mientas que la angioestatina si lo hace. Jiménez et al. han descrito que la activacion
de la cascada CD36-Fyncaspasa-3-p38MAPK es esencial para el efecto antiangiogénico
de la TSP-1, asi como para la induccién de la apoptosis de células endoteliales. Estos
autores también sugieren que el efecto antiangiogénico de la TSP-1 depende, al menos

en parte, de su capacidad para inducir la apoptosis de las células endoteliales [182]. El
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hecho de que la interacciéon de TSP-1 con CD36 provoque rutas de senalizacion intra-
celulares explica en parte la capacidad de TSP-1 de inhibir la angiogénesis estimulada

por una gran variedad de inductores.

Mientras que unos estudios han confirmado la actividad del péptido Mal-II, otros poste-
riores se han planteado interrogantes sobre la precision de su implicaciéon en la actividad
antiangiogénica de la molécula intacta de TSP-1. Cuando Mal-II esta compuesta por to-
dos sus aminoécidos en configuraciéon L, como ocurre in vivo, no inhibe la angiogénesis.
La aparente actividad de Mal-II se debe a la racemizacion de algunos de los aminoécidos

a la conformacion D durante la sintesis.

Se ha descrito un péptido adyacente a la secuencia CSVTCG, que incluye la secuencia
RFK y la WSHWSPW vy que inhibe la angiogénesis inducida por FGF-2 pero no por
VEGF. Aquellos péptidos donde la secuencia RFK estd mutada también estan activos,
lo que sugiere que la activaciéon de TGF-£1 no juega un papel importante. Asi como la
secuencia WSHWSPW se une a heparina, se ha propuesto que este péptido compita con
FGF-2 por los sitios de uniéon a proteoglicanos en la superficie de la célula endotelial. Sin
embargo, no esté claro que la afinidad de la secuencia WSHWSPW por los porteoglicanos

sea lo suficientemente fuerte para competir con FGF-2 [184].

Existe una tercera secuencia adyacente a la CSVTCG, denominada GVITRIR, que es un
inhibidor potente de la migracion de la células endotelial cuando el péptido se sintetiza
con D-isoleucina. Esta secuencia es similar a la secuencia activa dentro de la region

homologa al procolageno de la TSP-1 [185].

También se han identificado mecanismos de induccién de la apoptosis de las células
endoteliales independientes de CD36. Guo et al. describieron que TSP-1 o péptidos que
contienen secuencias TSR inducen la apoptosis de estas células en la aorta bovina, una
célula que no expresa CD36 o lo hace escasamente [186]. Otros datos indican que TSRs
pueden fijar 81 integrinas y que esta interacciéon puede inhibir la migracién de la célula
endotelial. También se ha descrito que CD36, CD9 y 31 integrinas forman un complejo
en las plaquetas. Se ha detectado un complejo de CD36 con 1 integrinas en las células
de la vena umbilical humana que se transforman y expresan CD36. Los TSRs pueden
formar parte de un complejo multiproteico que inhibe la funcién de la célula endotelial.
En ausencia de CD36, 1 integrinas pueden ser suficientes para mediar en los efectos de

TSP-1 [148].
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Se han propuesto otras dos regiones de TSP-1 que median en el efecto antiangiogénico
de la misma. Por un lado, el dominio globular amino-terminal tiene alta afinidad por
el sitio de uni6n de la heparina, el cual se ha sugerido que compite con factores de
crecimiento por los sitios de uniéon de proteoglicanos. Por otro lado, se han obtenido
resultados opuestos sobre el efecto de la interacciéon del carboxi-terminal de la TSP-1
con CDA47. Se ha descrito que la expresion elevada de CD47 se correlaciona con un
incremento en la apoptosis de la célula endotelial. Parece que la fijacion del dominio
C-terminal de la TSP-1 a CD47 estimula la migracion de las célula endotelial, pero
inhibe la angiogénesis. En ausencia de FGF-2, la adiciéon de altas concentraciones de
TSP-1 (>10 nM) estimula la migracion endotelial [187]. Este efecto es inhibido por los
anticuerpos anti-CD47 que bloquean la unién con TSP-1. Los anticuerpos que bloquean
la unién de TSP-1 a CD36 tampoco tienen este efecto. Como la actividad en ensayos
sobre migraciéon de la célula endotelial normalmente es consistente con la actividad en
los ensayos sobre angiogénesis, esta informaciéon sugiere que el C-terminal de la TSP-1,
y su intereccion con CD47, estimulan la angiogénesis. Sin embargo, recientemente se
ha descrito que un péptido que contiene la secuencia de uniéon a CD47 de este dominio
inhibe la angiogénesis [188]. Este péptido inhibe in vitro la formaciéon de vasos por las
células endoteliales capilares del cerebro, asi como la angiogénesis inducida por FGF-2
en la cornea. Se requieren estudios adicionales para esclarecer los efectos del dominio

C-terminal sobre la angiogénesis.

TSP-1 ademés puede inhibir la angiogénesis a través de la inhibicion de MMP9. La
sobreexpresion de TSP-1 disminuye los niveles de MMP9 activo en los tumores de mama
y los ratones con déficit de TSP-1 muestran niveles més elevados de MMP9 activa que
los de tipo salvaje. El nivel de MMP9 activa se correlaciona con la cantidad de VEGF
unido a VEGFR-2. De este modo, TSP-1 inhibe la movilizacion de VEGF de la matriz
extracelular inhibiendo a MMP9 activo [189]. TSP-1 también puede inhibir la actividad

de VEGF interactuando con él directamente.

Se han usado gran variedad de modelos con ratones para demostrar que la disregulacion
de TSP-1 se asocia con el desarrollo de un fenotipo tumorgénico y angiogénico. Gutierrez
et al. han descrito recientemente que TSP-1 afecta tanto a la angiogénesis como a la
apoptosis de la célula tumoral. Encontraron que TSP-1 tiene un gran impacto sobre el
crecimiento tumoral durante los estadios iniciales de iniciacién y desarrollo del tumor en

ratones Min(+) (neoplasia intestinal multiple)[190]. Ademés, un estudio con carcinomas
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de estomago indicé que la metilacion aberrante de ADN en la region promotora del gen
de la TSP-1, causa una inactivacion transcripcional y reduccién de la expresion de la
proteina TSP-1 [191]. En el cancer colo-rectal, la TSP-1 expresada en el estroma inhibe

la angiogénesis tumoral y suprime el crecimiento del tumor activando TGF-£1 [161].

Asi como la expresion baja de TSP-1 se correlaciona con un aumento de la vasculariza-
cion y crecimiento tumoral, la sobreexpresion de TSP-1 suprime el crecimiento tumoral
[192, 193]. Se ha propuesto que la TSP-1 funciona como un supresor tumoral actuando
como barrera de la matriz en el limite entre el tumor y el estroma donde detiene la
angiogénesis tumoral e impide la invasion de las células tumorales y su expansiéon. La
transfeccion de portadores de expresion de TSP-1 completa inhibe el crecimiento de las
células del carcinoma escamoso y del carcinoma de mama. Los tumores que crecen de
estas células en ratones presentan una densidad vascular disminuida y la sobreexpre-
sion de TSP-1 conlleva a un incremento en la cantidad de matriz extracelular que se
deposita alrededor del tumor. Este efecto puede que se relacione con la habilidad de
TSP-1 de activar el TGF-31, lo cual ha mostrado incrementar la sintesis de matriz.
El carcinoma escamoso es un cancer maligno que presenta un patrén de crecimiento
destructivo y tiene la capacidad de metastatizar. Estudios de lineas celulares de car-
cinoma escamoso han revelado una delecciéon en el cromosoma 15, el cual contiene el
gen de la TSP-1[192]. Ademas, la angiogénesis tumoral en carcinomas escamosos expe-
rimentales esta reducida significativamente en los tumores que expresan TSP-1. Se ha
descrito que la TSP-1 inhibe de forma eficaz el crecimiento del melanoma experimental,
un cancer de mal pronostico y elevada resistencia al tratamiento. También inhibe la
angiogénesis y el crecimiento tumoral en el sarcoma de Kaposi, que se caracteriza por
una angiogénesis prominente [148]. Durante la progresion de la enfermedad maligna en
la prostata, la expresion de TSP-1 esté disregulada mientras que esta incrementada la
de factores angiogénicos, bFGF y/o VEGF, lo que promueve la angiogénesis y de esta
forma favorece el crecimiento tumoral. La sobreexpresion de TSP-1 también lleva a un
desarrollo retrasado y reducido de lesiones premalignas, hiperplasias epiteliales induci-
das farmacologicamente, y suprime la angiogénesis tumoral y las metastasis a distancia
[148]. La disregulacion de la expresion de TSP-1 y la sobreexpresion de VEGF por
anoxia contribuye de forma significativa al desarrollo del glioblastoma, y un incremento
en la expresion de TSP-1 es suficiente para suprimir con fuerza la tumorgénesis de la

célula del glioblastoma in vivo [194]. En los pacientes con cancer de pulmon de células



CAPITULO 1. INTRODUCCION 59

no pequenas, se ha encontrado una correlacion inversa entre la expresion de TSP-1 y
la densidad microvascular, donde la expresién reducida se asocia con una supervivencia
significativamente mas corta en algunos pacientes. De forma similar, en el carcinoma
papilar de tiroides, la expresion de TSP-1 se correlaciona inversamente con el grado
de invasién del tumor primario hacia 6rganos vecinos y con la densidad microvascular.
Ademas, la tasa de supervivencia a los 5 afios es significativamente mas alta en aquellos
pacientes que muestran una expresion elevada de TSP-1 que en el grupo de baja expre-
sion [148]. La frecuencia de recurrencia hepéatica es mas alta en pacientes cuyos tumores
colo-rectales son VEGF positivos y TSP-1 negativos, de manera significativa. En el car-
cinoma ductal in situ (DCIS), la TSP-1 se expresa en el estroma y en la membrana basal
inmediatamente adyacente, mientras que esta expresion estromal se pierde en los DCIS
con caracteristicas histologicas mas agresivas[195, 196]. La expresion reducida de TSP-1

también se relaciona con un fenotipo angiogénico de carcinoma de cérvix invasor [197].

A pesar del predominio de evidencia que indica que la TSP-1 inhibe la tumorgénesis,
ciertos estudios han encontrado la relacién opuesta. Por ejemplo, Yasui et al. describieron
que la expresion de TSP-1 elevada se asocia con un fenotipo angiogénico de carcinoma
gastrico [198]. Ademés, la expresion de TSP-1 aumentan la agresividad tumoral en los
colangiocarcinomas intrahepaticos (ICC) [199]. También se ha encontrado que TSP-1
puede favorecer la expresion de la MMP9 en el carcinoma géstrico, en el cancer de
pancreas in vitro y en el cdncer de mama in vitro [200]. La expresion de MMP9 esta
asociada con la adquisicion de un fenotipo agresivo con potencial metastasico elevado.
Ademas, TSP-1 regula de forma positiva el sistema plasminégeno/plasmina y promueve
la invasion celular del tumor de mama [201]. Es posible que aunque la expresion ele-
vada de TSP-1 sea una respuesta bioldégicamente protectora, el crecimiento in vivo de
variantes de las células tumorales preexistentes en los tejidos tumorales puedan secretar
altos niveles de factores angiogénicos que contrarrestan el efecto inhibidor de la TSP-1
sobre la neovascularizacion, con el resultado final del desarrollo de resistencia a TSP-1
del tumor. Puesto que la TSP-1 puede favorecer la migracion ce las células tumora-
les, puede promover el crecimiento y la invasiéon tumoral cuando se debilita su efecto
antiangiogénico [202].

TSP-1 ha demostrado inhibir la angiogénesis mediante:

a) la inhibicion de la migracion de la célula endotelial,

b) la induccion de la apotosis de la célula endotelial,
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¢) antagonizando las senales de supervivencia mediadas por VEGF,
d) inhibiendo la movilizaciéon de VEGF por MMP9, y

e) uniéndose directamente a VEGF.

Ademas, TSP-1 puede inhibir la angiogénesis mediante la reduccion del nimero de pro-
genitores de células endoteliales circulante. La importancia relativa de estos mecanismos

probablemente es diferente en los distintos tipos de tumores.

TSP-1 es una molécula reguladora y su funcién depende del contexto espacial y temporal.
Al ser una proteina multidominio, en algunos casos, los dominios realizan actividades
opuestas debido a que se unen a receptores diferentes que afectan a distintas vias de
senalizacion. La complejidad de su funciéon es todavia mayor debido al hecho de que
altera la actividad de otras moléculas reguladoras como TGF-3 y MMP9. Por ello, es
inevitable obtener resultados opuestos y aparentemente contradictorios en el estudio de

la TSP-1 [148].

Asi, mientras que la mayoria de los estudios evidencian que la TSP-1, los TSRs, o los
péptidos derivados de los TSRs inhiben la angiogénesis, existen algunas investigaciones
en las que se observa que la TSP-1 la promueve. En este caso, la estimulaciéon de la
angiogénesis se debe al reclutamiento de células inflamatorias, la estimulacion de mio-
fibroblastos o la estimulacién de la migracion de las células endoteliales tanto directa
como indirectamente. Ademas, el dominio N-terminal de la TSP-1 (NTSP-1), tanto sus
productos de proteolisis como en forma de proteina recombinante, estimula la angio-
génesis. En un estudio realizado en la cérnea de conejos, los autores concluyen que el
efecto estimulador de la TSP-1 se debe a la activacion incrementada y la quimiotaxis de
los polimorfonucleares [203]. Estos estudios demuestran que la TSP-1 estimula el cre-
cimiento y la migracion de los miofibroblastos, los cuales, de uno en uno, estimulan la
angiogénesis, una conclusiéon que coincide con los articulos que muestran que la TSP-1
estimula de forma parecida la proliferaciéon y migracion de las células musculares lisas.
Esto sugiere que existe un mecanismo a través del cual la TSP-1 puede promover la an-
giogénesis estimulando otros tipos celulares en algunos ensayos, a pesar de que muchos
datos también indican que la TSP-1 inhibe el comportamiento de la célula endotelial

durante la angiogénesis [148].
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1.3.4. TSP-1 en el tejido mamario normal y tumoral

La TSP-1 esté presente a altas concentraciones en la leche, en otras secreciones mamarias y en el
contenido de algunos quistes. TSP-1 es un componente de la fase acuosa de la leche, encontrandose
grandes cantidades en el calostro, y sus niveles caen durante la transiciéon del calostro a la leche
madura. Se ha observado también que las mamas con carcinoma tienen un contenido de TSP-1
mayor que las mamas con patologia benigna, tanto en secreciones como en los citoplasmas de las
células malignas [204].

Aunque la TSP-1 se produce en las plaquetas y se almacena en sus granulos «, también se
sintetiza en las células endoteliales y en los megacariocitos, asi como en una gran variedad de
otras células. Segin varias investigaciones no parece que las plaquetas sean las responsables de los
niveles elevados de TSP-1 presentes en el cAncer de mama, ya que se ha observado que la proteina
[ tromboglobulina especifica de los granulos « de las plaquetas no sufre cambios y no se encuentra
elevada en las lesiones malignas, por lo que parece reflejar que no hay una actividad plaquetaria
especifica en estas lesiones. El incremento de la vascularizaciéon o la estimulacién del endotelio
pueden explicar, al menos en parte, la elevada presencia de TSP-1 en el tejido maligno (hasta 15
veces mayor que en el tejido benigno)y esto puede jugar un papel importante en la regulacion del
crecimiento y diseminacién de las células malignas. Sin embargo, es posible que tenga otro origen en
la mama, ademés del endotelio, y que esto contribuya a los altos niveles de TSP-1 que se observan
en algunos carcinomas [205].

Con estudios de inmunohistoquimica, se ha demostrado que los depoésitos excesivos de TSP-1
estan presentes en el estroma de los carcinomas de mama, mientras que el tejido mamario normal
no muestra tincion para TSP-1 estromal[206] o sélo una débil tincién en la membrana basal de
los ductos normales [207]. Ademas, con hibridacién in situ se observa que, en la mama normal, el
ARNm de TSP-1 se expresa en las células epiteliales mamarias y que TSP-1 esta incorporada en
la membrana basal de los ductos no productores de leche.

CD36 se ha relacionado con una proteina de la superficie de la célula epitelial mamaria presente
en las secreciones mamarias, llamada PAS-IV. Tanto PAS-IV como CD36 interactian con TSP-1,
lo que sugiere que CD36 es un receptor de la superficie celular en los ductos. Por lo tanto, parece
que la distribucion de TSP-1 y la aparicién de sus receptores son dependientes de la actividad
secretora de los ductos mamarios. En la mama normal, no se observa tincion de CD36 ni en células
mioepiteliales ni en luminales. Si se observa, en intensidad variable, en las células endoteliales y
membranas de adipocitos. La distribucion de algunas proteinas de adhesion (fibronectina, laminina,

tenascina) y de integrinas (incluyendo CD51) también se ha descrito en el tejido mamario normal
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e informado de que esta alterado en los carcinomas. CD51 (integrina av) parece servir como un
receptor de TSP-1 en las células mioepiteliales de los ductos no lactantes, asi como ocurre en las
células endoteliales y del musculo liso. En la mama normal, CD51 se localiza en la superficie basal
de las células mioepiteliales, tiniéndose de forma méas débil en las células epiteliales luminales de

los ductos.

En cuanto a las lesiones benignas, en el fibroadenoma la tincion para TSP1 es fuerte en la
membrana basal inmediatamente adyacente a la superficie basal de las células mioepiteliales y CD51
se tine de forma moderada en las células mioepiteliales y epiteliales de los conductos asociados.
No se observa tincién ni en mioepitelilales ni en epiteliales luminales para CD36. Aunque, como
en el tejido mamario normal, se observa expresion de CD36 en células endoteliales y adipocitos.
La enfermedad quistica muestra un perfil similar de tincién para TSP1, CD51 y CD36. Por el
contrario, en los adenomas de la lactancia, tanto TSP-1 como CD51 desaparecen de la unién
mioepitelial-estromal de los ductos. Sin embargo, TSP-1 se expresa de forma selectiva en los apices
de las células epiteliales secretores en los dcutos lactantes, confirmando que TSP-1 esta presente en
las secreciones durante el inicio de la lactancia en humanos. En estos casos la tinciéon para CD36

es de moderada a fuerte en los apices de las células lumimales.

En las hiperplasia ductal atipica y el tumor phyllodes, lesiones consideradas borderline o prema-
lignas, la cantidad de TSP-1 que rodea a los ductos asociados a ambas esta elevado en comparacion
con el tejido normal. CD51 se expresa de forma moderada tanto en las células mioepiteliales como
en las epiteliales de los ductos en la hiperplasia atipica, mientras que no muestran tinciéon en el
tumor phyllodes. Ademés de en las células endoteliales y los adipocitos, se observa fuerte tincion
de CD36 en la capa delimitante de fibroblastos que rodea los ductos hiperplasicos asociados a
la hiperplasia atipica. Por otro lado, el CD36 s6lo se expresa en las células endoteliales y en las

membranas de los adipocitos en el tumor phyllodes [207].

La mayoria de los carcinomas invasores, sobre todos los no especificos, presentan areas de reac-
cion desmoplésica, que suelen permanecer circunscritas, y en ellas se observa un aumento de TSP1
en el estroma que rodea a grupos de células malignas, las cuales son negativas, mientras que la
tincién va desapareciendo en el frente infiltrante del tumor. En las areas in situ del carcinoma
ductal, se observa tinciéon fuerte en la membrana basal que rodea a los ductos que contienen el
carcinoma in situ, mientras que no se observa tinciéon en las células tumorales. En el carcinoma
invasor no especifico, se observa tincion débil s6lo en unas pocas células malignas (10 %). Ademaés,
en concordancia con estos hallazgos, se ha localizado ARNm de TSP-1 mediante hibridacion in

situ en las células mioepiteliales que rodean al carcinoma in situ y en los fibroblastos presentes en
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las areas desmoplésicas del carcinoma infiltrante. Las areas de desmoplasia se asocian ademas a
un incremento en la densidad microvascular. Por otro lado, se ha observado con mayor frecuen-
cia una tincidon més intensa en los carcinomas invasores no especificos pobre o moderadamente

diferenciados [206].

CD51 en la mayoria de las areas de carcinoma in situ es débil en las células malignas y au-
menta en la capa periférica, lo que se puede interpretar como un remanente de mioepitelio. En
los carcinomas invasores no especificos, el CD51 se expresa de forma moderada en algunos grupos
de células neoplésicas, siendo la tincién mas prominente en las células de la periferia. No se ha
observado reactividad para CD36 ni en el carcinoma invasor no especifico ni en el ductal in situ.
Aunque, al igual que en lesiones benignas y en el tumor phyllodes, si se observa tincion consistente

en las células endoteliales y en las membranas de los adipocitos.

A este respecto, es mas comprensible que los fibroblastos sean los responsables de la presencia
de TSP-1 en las areas desmoplasicas de los carcinomas invasores. Esto coincide con el hecho de que
los fibroblastos sintetizan y segregan TSP-1 y que ésta promueve la adhesion y el crecimiento de
los fibroblastos [208]. Se ha sugerido que la desmoplasia en los carcinomas invasores no especificos
puede tener un efecto protector de la invasion tumoral y metastasis. Se han observado elevados
depositos de fibronectina en la desmoplasia, y esta sobrexpresion parece reflejar un bajo potencial
metastasico del tumor. Estos hallazgos, por lo tanto, sugieren que la TSP-1 es poco eficaz en
promover la migracion de las células del carcinoma invasor no especifico humano in vitro, lo que
enseguida apunta a que TSP-1 en la desmoplasia puede frenar la migracion y proliferacion de las
células del carcinoma invasor no especifico en vivo. Ademas, la ausencia de expresion de CD36 por
las células del carcinoma invasor no especifico puede explicarse porque TSP-1 es poco eficaz en

promover la migraciéon de estas células in vitro.

En las areas in situ del carcinoma lobulillar, la distribucion de TSP-1, CD51 y CD36 es similar
a la observada en los ductales. Sin embargo, la mayoria de las células tumorales que se disponen
en fila india(40-80 %) muestran tincion fuerte para TSP-1 y CD51. Menos células (30-40 %) fueron
positivas para CD36. La coexpresion de TSP-1 y CD36 por las células del carcinoma lobulillar se
relaciona con la actividad secretora de estas células, al igual que ocurria en los adenomas del la
lactancia. Usando hibridacion in situ, también se ha localizado ARNm de TSP-1 en las células del
carcinoma lobulillar, pero no en el estroma. De forma interesante, las células del carcinoma invasor
no especifico no expresan CD36, mientras que si lo hacen, junto con TSP-1 en algunas poblaciones
del lobulillar. La sobreexpresion de 131 y a631 integrinas sugiere que puede incrementar la capa-

cidad de estas subpoblaciones neoplasicas lobulillares para unirse e invadir el estroma circundante
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207].

La diferencia de expresion de TSP-1 entre el carcinoma invasor no especifico y el lobulillar,
puede reflejar las diferencias bioldgicas de estos dos tipos principales de carcinoma de mama. A
este respecto, la coexpresion de TSP-1 y CD36 puede explicar, en parte, la variabilidad en el
comportamiento invasor de las células del carcinoma lobulillar. Por el contrario, en ausencia de
CD36, los depositos excesivos de TSP-1 en la desmoplasia pueden frenar la invasion de las células

del carcinoma invasor no especifico.

La enfermedad maligna esté asociada con la secrecion de TSP-1 en el estroma de la inmediata
vecindad de las células tumorales. Un incremento local de TSP-1 en la membrana basal en el
carcinoma de mama puede promover la adhesion de las células malignas y la penetraciéon de la
membrana basal. TSP-1 puede ser la clave en la naturaleza infiltrante de estos carcinomas. Esto
esta respaldado por el hecho de la existencia de una tinciéon maéas intensa para la misma en los

carcinomas pobremente diferenciados [206].

Algunos autores, sugieren que la TSP-1 producida por las células estromales en el lecho tumoral
pueden fomentar la expresion elevada de factores angiogénicos por las células tumorales y, como
consecuencia, estas células neoplésicas tienen gran proprension a metastatizar con éxito a distancia.
Como la fuerte expresion de TSP-1 se observa ya en estadios iniciales de la enfermedad, asi como
en algunas patologias premalignas, se cree que se puede desarrollar una resistencia temprana en
los tumores de mama primarios como resultado a la alta exposicion in situ a la TSP-1 estromal,

lo que lleva al desarrollo de tumores altamente angiogénicos y metastasicos [209].

Varios estudios han medido también los niveles de TSP-1 circulantes en el plasma de las pa-
cientes con carcinoma de mama, encontrandose elevados, al igual que en otras neoplasias (tumores
ginecoldgicos, carcinoma colorrectal y leucemia mieloblastica aguda). En el caso del carcinoma de
mama, también se ha observado una relaciéon positiva entre los niveles de TSP-1 intratumorales y
los circulantes con la densidad microvascular intratumoral, lo que sugiere que la TSP-1 tiene un pa-
pel angiogénico mas que antiangiogénico. También se apunta a que los elevados niveles circulantes
de TSP-1 parecen derivar del tumor primario méas que de otro origen desconocido [210]. Ademaés, se
ha demostrado una relacion directa entre los niveles plasmaticos de TSP-1 y el estadio del cancer,
encontrandose los niveles mas altos en mujeres con cancer metastasico, por lo que se correlaciona
el nivel de TSP-1 en plasma con la progresion del cancer de mama. Asi, se ha propuesto a la TSP-1
como un biomarcador serologico ya que su determinacioén puede tener valor clinico como marcador

de estadio y metastasis [210, 211].



CAPITULO 1. INTRODUCCION 65

Los niveles plasmaéticos de TSP-1 también se han relacionado con el estado de los receptores de
estrogenos y progesterona, encontrandose mas altos en los tumores negativos para RE, los cuales
tienen un comportamiento mas agresivo [211]. Segtin varios estudios, los estrogenos parecen regular
al CD36 y también a la TSP-1, tanto en el carcinoma como en la glandula mamaria normal. Asi,
se ha visto que bajo la exposicion a estrogenos, algunas células tumorales expresan el ARNm de la
TSP-1 y producen la proteina. Por tanto, se piensa en la posibilidad de que los tumores de mama
puedan producir un ambiente proangiogénico en el cual la proteina T'SP-1 inducida por el estradiol
o interactiia con otras proteinas o se divide generando regiones angiogénicas, que llevan por altimo

a la proliferacion celular y a la progresion tumoral [212].

La sobreexpresion de HER2 se relaciona con un efecto favorecedor de la proliferacion, migra-
cion, metastasis y angiogénesis tumoral. Segiin se ha plasmado en diferentes estudios, es capaz de
aumentar la produccion de algunos factores angiogénicos, como VEGF e IL-8 y por otro lado dis-
minuir la produccién de TSP-1, fomentando asi la angiogénesis [213, 214, 215, 216]. Segin estudios
realizados por Hong et al., la sobreexpresion de HER2 /neu es capaz de dismimuir la expresion de
TSP-1 en las células tumorales, que a su vez se encuentra elevada en el estroma tumoral debido a

una reaccion estromal compensadora secundaria, e induciendo asf a la angiogénesis [217].

TSP-1 esta presente, aunque en una concentracién mucho mas baja, en el tejido normal y pro-
bablemente ayude a una funcién fisiologica normal. La secrecion elevada de TSP-1 puede ser parte
de unos cambios adaptativos fisiologicos de la matriz extracelular asociados con la proliferacion
glandular antes y durante la lactancia. Esto puede explicar los elevados niveles de TSP-1 en el
calostro. Investigaciones méas a fondo sobre el posible papel de la TSP-1 en la enfermedad maligna
han observado que el cancer de mama que aparece durante la lactancia suele ser mas agresivo y
con mayor tasa de mortalidad. Asi que TSP-1, que normalmente tiene una funcién fisiologica, se
convertiria entonces en un enemigo para el huésped, favoreciendo la adhesion de la célula maligna

y las metéstasis [206].

El origen y la funcién exacta de TSP-1 en el cdncer de mama no estan todavia claros. In vitro,
TSP-1 favorece la fijacion, migracion e invasion de las células del carcinoma mamario, lo que sugiere
que la matriz rica en TSP-1 en el carcinoma invasor no especifico es un factor favorable para la
progresion tumoral. Sin embargo, en otros estudios TSP-1 muestra una actividad antiangiogénica.
Ademas, la sobreexpresion de TSP-1 en las células tumorales inhibe el crecimiento tumoral in vivo
mediante la reduccién de la angiogénesis. Por el contrario, cuando se dana la matriz extracelular,
TSP-1 estimula a los miofibroblastos, los cuales producen factores angiogénicos [208]. Como las

células endoteliales sintetizan TSP-1, la proliferacién vascular inducida por la neoplasia puede ser
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la responsable de esta secrecion de TSP-1 en el estroma vecino a las células malignas. Sin embargo,
segin los resultados de otros estudios, puede que se sintetice tanto en las células tumorales como
en las estromales y en conjunto se segregan en el estroma de la vecindad [206].

Como clasicamente se considera que la TSP-1 es un potente inhibidor de la angiogénesis, su
expresion puede suprimir las metéstasis secundariamente a la inhibicién del tumor primario. Pero
por el contrario, la TSP-1 dentro del microambiente tumoral parece promover la migraciéon de
las células tumorales y su intravasacion, y este efecto puede involucrar la activacion del TGF-/.
Los niveles de TSP-1 en plasma son més altos en los pacientes con tumores avanzados que en
la enfermedad temprana, y estos niveles son significativamente mas altos que el de los controles
normales. Ademas, las pacientes con metéstasis ganglionares tienen un nivel de TSP-1 més alto
en plasma. El efecto global de la TSP-1 sobre las metéastasis puede variar segtn el tipo de tumor
y puede depender del equilibrio entre el efecto antiangiogénico sobre las células endoteliales y el
efecto promigratorio sobre las células tumorales [218].

Se ha descrito que la p53 podria regular en parte la angiogénesis tumoral. Se cree que en estado
salvaje puede aumentar la expresion de TSP-1 y de esta forma inhibir la angiogénesis, intentando
asi frenar el crecimiento tumoral [219]. Aunque se han realizado otras investigaciones en las que
no se ha encontrado una asociacion entre la expresion de TSP-1 y la sobreexpresion de p53 [220],
asi como tampoco con VEGF, el factor angiogénico méas importante.

En cuanto a los subtipos moleculares de mama, no hay investigaciones que los relacionen di-

rectamente con la expresion de TSP-1.



Capitulo 2

Planteamiento del tema

La angiogénesis es el proceso de creaciéon de nuevos vasos a partir de otros preexistentes que
sucede tanto en condiciones fisiologicas como en algunas patologicas, en especial en el desarrollo
del céncer. En éstos, el desarrollo de la angiogénesis depende de la existencia de un desequilibrio
entre factores proangiogénicos, que favorecen la formaciéon de los nuevos vasos, y antiangiogénicos,

que se oponen a esta accion.

Una de las neoplasias donde se ha estudiado en profundidad el papel de la angiogénesis es en el
carcinoma de mama. Miltiples investigaciones han llegado a la conclusién de que en el cancer de
mama la angiogénesis juega un papel primordial tanto en el crecimiento tumoral local como en el
desarrollo de metéastasis a distancia. Ello ha dado lugar, en las tltimas décadas, a que la inhibicién
de la angiogénesis se haya convertido en una estrategia atractiva para el tratamiento del cancer de

mama, sobre todo en aquellas pacientes con carcinomas refractarios a otras terapias.

Se han descrito numerosos factores proangiogénicos expresados por este tipo de tumores, siendo
VEGF (VEGF-A) uno de los mas importantes y estudiado. Sin embargo, la informacion acerca
de los factores antiangiogénicos y su funcién en el cancer de mama es mucho menor. TSP-1 se ha
considerado tradicionalmente un factor antiangiogénico natural. Su poder antiangiogénico se ha
puesto de manifiesto en tumores de diferente origen, siendo capaz de frenar el crecimiento tumoral
y el desarrollo de metastasis. Esta funcion se ha descrito en el carcinoma de mama en numerosas
publicaciones. Sin embargo, existen estudios donde se han obtenido resultados opuestos, de for-
ma que TSP-1 podria favorecer la angiogénesis en distintas estirpes tumorales, entre las que se
encuentra el carcinoma de mama. Algunos modelos experimentales han mostrado que la sobreex-

presion de TSP-1 en el carcinoma de mama reduce su capacidad de crecimiento y de metéstasis.
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Pero por otro lado, se han relacionado niveles plasmaticos altos de TSP-1 con una mayor densidad
microvascular (DMV) y con la enfermedad en estadios avanzados, asi como una mayor expresion
en tumores pobremente diferenciados. Por este motivo su papel en la progresion tumoral sigue sin
estar claro.

En un intento de averiguar el posible rol que ejerce la TSP-1 en el desarrollo del carcinoma de
mama, nos planteamos realizar la valoracion de la expresion de TSP-1 tanto en el estroma como en
las células tumorales mediante estudio inmunohistoquimico de 266 casos de carcinoma, usando la
técnica de tissue microarrays (TMA) o matrices de tejido, y su relacion con diferentes caracteristicas
clinico-patologicas y factores pronodsticos del carcinoma de mama: el tipo histologico, el tamano
tumoral, el grado histologico, la presencia de metéastasis ganglionares, el estado de expresion de
receptores hormonales y de HER2, el indice de proliferacion celular (Ki67) y la expresion de p53, asi
como con la expresion de VEGF'. Por otro lado también se valoran mediante inmunohistoquimica
los fenotipos luminal y basal en la serie y la expresiéon de TSP-1 en ambos.

En definitiva se persigue:

1. Conocer la expresion de TSP-1 en los diferentes tipos y grados histologicos del carcinoma
de mama, su relacion con factores pronosticos determinantes como el tamafno tumoral y la
existencia de metéastasis ganglionares, asi como con la expresion de receptores de estrogenos

y progesterona, HER2, Ki67, p53 y VEGF.

2. Conocer la expresion de TSP-1 en los carcinomas de fenotipo inmunohistoquimico asociado

a su origen en células luminales o basales.

3. Intentar averiguar la posible relaciéon de la expresion inmunohistoquimica de TSP-1, con la

mayor o menor agresividad y el valor pronéstico en el carcinoma de mama.



Capitulo 3

Material y métodos

3.1. Poblaciéon de estudio

Para la realizacion de este estudio se han seleccionado 266 casos de pacientes diagnosticadas
de carcinoma de mama invasor, durante el periodo transcurrido entre 1996 y 2002, del Servicio de
Anatomia Patologica del Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga. La seleccion se

realiz6 siguiendo los siguientes criterios:

= Criterios de inclusion:
1. Carcinomas de mama extirpados quirurgicamente, mediante mastectomia o cirugia con-
servadora con amplios margenes libres de tumor.

2. Primera neoplasia mamaria diagnosticada a la paciente.

= Criterios de exclusion:

1. Lesiones benignas o las de potencial biolégico incierto.

2. Aquellos casos en los que unicamente tuviésemos diagnostico por biopsia con aguja

gruesa, aun cuando el diagnoéstico fuera de carcinoma infiltrante.
3. Pacientes previamente intervenidas por carcinoma mamario.

4. Tratamiento quimio y/o radioterapico previo a la cirugia.
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3.2. Meétodos

Como primer paso se llevo a cabo un analisis de los informes anatomopatolégicos, obteniéndose
diferentes datos, como el nimero de historia clinica, el nimero de biopsia, nombre y apellidos, edad
y el diagnoéstico anatomopatolédgico, incluyendo el tipo histolégico y la existencia o no de metéastasis
ganglionar. En funcién de esta ultima caracteristica, los casos se clasificaron en 2 grupos: casos
con ganglios afectados (positivos) y casos sin afectacion ganglionar (negativos). Posteriormente,
se hizo una revisiéon de las preparaciones histolégicas correspondientes para seleccionar el bloque
y el drea mas representativa de tumor, de la cual obtener la muestra destinada a la matriz de
tejidos (MT) o tissue microarrays (TMA). Por altimo, se procedi6 a la busqueda de los bloques
de parafina elegidos, localizados en el archivo de tejidos del Servicio de Anatomia Patologica del

Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga.

() (b)

Figura 3.1: (a) Arrayer manual montado con agujas de 0.6mm construyendo un bloque receptor y

(b) representacion de todo el proceso de creacion de una laminilla de TMA.

3.2.1. Construccion del TMA

Para la realizacion de los TMA se utilizé un arrayer de tejidos (Beecher Instruments) de tipo
manual (Figura 3.1a), adquiriéndose de cada bloque de parafina donante 2 muestras cilindricas
de 0,6 mm de didmetro y 3-4 mm de longitud, y se incluyeron a modo de matriz en un nuevo
bloque receptor de parafina. La homogeneizacion de las muestras una vez introducidas en el bloque
receptor se realizé mediante calor (Figura 3.1b). Se construyeron un total de 9 bloques de TMA.
Cada uno de ellos incluia 30 casos (2 muestras por cada uno) mas 5 casos control, obteniéndose un
total de 65 cilindros en cada bloque, excepto en el ultimo TMA realizado, en el que se incluyeron

27 casos mas los 5 controles (59 cilindros en total). Se anoté la posicion de cada cilindro, para
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poder identificarlos posteriormente y se realizaron cortes seriados de 4 micras para la tincién con
hematoxilina-eosina y el estudio inmunohistoquimico (Figura 3.2). Los casos se distribuyeron en
funcion de si presentaban o no afectacion ganglionar, de manera que los bloques enumerados como
1,3,5 y 7 correspondian a casos con metastasis, y los bloques 2, 4, 6, 8 y 9 a casos sin afectacion

ganglionar.
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Figura 3.2: Cortes tenidos con HE de los TMA realizados en el estudio.

3.2.2. Marcadores inmunohistoquimicos
Protocolo de inmunotincién

Previo a la tincion inmunohistoquimica de los cortes de TMA, se procedié a determinar el
método de desenmascaramiento antigénico més apropiado, en cortes de tejido control de conocida
positividad. En los bloques de TMA se realizaron cortes consecutivos de parafina de 4-5 micras
de grosor, en portas tratados (ChemMate, DAKO, Copenhague, Dinamarca). Antes de la inmu-
notincién los cortes de tejido fueron sometidos a un proceso de desenmascaramiento antigénico.
La técnica inmunohistoquimica se ha llevado a cabo en los equipos de inmunotincién automatiza-
da DAKO TechMate Horizon y Autostainer, usando como método de visualizacion de la reaccion
antigeno-anticuerpo el sistema EnVision (DAKO). De forma resumida: se realizé bloqueo de la
peroxidasa endogena (DAKO Peroxidase Block), incubacion con anticuerpo primario, incubacion
con el polimero marcado y luego con el sustrato cromégeno (DAB), contratincion con hematoxilina
y montaje. Como control de calidad, cada grupo de inmunotinciones se ha realizado con un deter-
minado anticuerpo, incluyendo un correspondiente control positivo y un control negativo, donde
el anticuerpo primario fue sustituido por suero no inmune de la misma especie que el anticuerpo

primario (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Tinciones de IHQ realizadas en el estudio.

Anticuerpos utilizados

= TSP-1: utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratén, clona D4.6, de Thermo Scientific.

= Receptores de estrogenos: para su determinaciéon utilizamos un anticuerpo monoclonal de

raton contra RE, clona 1D5, prediluido, de DakoCytomation, SA, Barcelona.

= Receptores de progesterona: utilizamos el anticuerpo monoclonal de ratén contra RP, clona

1A6, prediluido, de DakoCytomation, SA, Barcelona.

= Oncoproteina p53: utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratéon, clona D0-7, prediluido, de

DakoCytomation, , SA, Barcelona, que tifie tanto p53 natural como mutante.

= Oncoproteina c-erb-B2: para la detecciéon inmunohistoquimica del c-erb-B2 utilizamos el kit

de farmacodiagnostico Herceptest TM de DakoCytomation, SA, Barcelona.

» Ki67: usamos un anticuerpo monoclonal, clona SP6, de MASTER DIAGNOSTICA, S.L.,

Granada.

= VEGF: para la cuantificacién de VEGF utilizamos un anticuerpo monoclonal de ratén, clona
C-1, SC7269, de Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, USA, que se corresponde con
los aminoacidos 1-140 de la molécula de VEGF humano. Para este anticuerpo se utilizé una

dilucién 1:900 y precisé de incubacién overnight en una habitaciéon a 4°C.

= CK 5/6: utilizamos el anticuerpo monoclonal anti-citoqueratina 5/6, clona D5/16B4, de MAS-
TER DIAGNOSTICA, S.L., Granada.
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s CK 14: utilizamos el anticuerpo anti-citoqueratina 14, clona LL002, de MASTER DIAG-
NOSTICA, S.L., Granada.

= CK 8/18/19: para su determinaciéon usamos el anticuerpo monoclonal de ratéon anti-

citoqueratina 18 humana, clona DC 10, de DakoCytomation, SA, Barcelona.

3.2.3. Valoracioén e interpretaciéon de la inmunotinciéon

Los datos de tinciéon inmunohistoquimica se han obtenido tras la observacion y cuantificacion
al microscopio 6ptico de los cortes de matrices de tejido inmunotenidos. Se realiz6 la evaluacion
de las matrices de forma manual y a doble ciego (dos facultativos patologos independientes). Con
cada marcador inmunohistoquimico realizado, independientemente del control externo, se valor6é un
control positivo interno a la propia muestra (las células epiteliales normales, linfocitos y/o células

estromales, dependiendo del marcador).

3.2.4. Conveniencia del método

La metodologia de TMA ha permitido un analisis mas simplificado debido al estudio simultaneo
de un gran ntimero de muestras, y, por otro lado, supone un gran ahorro en reactivos sobre el uso
de cortes titulares completos. Los resultados estadisticos son mas fiables, dado el elevado ntimero
de casos que se pueden analizar con este método. El empleo del inmunotenidores automéaticos ha
facilitado la estandarizacion de condiciones para todos los casos de la serie, evitando la variabilidad
metodologica. El uso de EnVision (polimero marcado con enzima) como método de visualizacion de
la reaccion inmunohistoquimica ha evitado la tincién inespecifica de biotina endégena que aparece
frecuentemente con el sistema avidina-biotina, facilitando asi la visualizacion del anticuerpo, por

ser altamente sensible y con notable amplificacion de la senal.

3.3. Variables estudiadas

3.3.1. Variables clinicopatolégicas

Los datos clinicopatologicos fueron aportados por la base de datos del RHT o en su defecto
se extrajeron de las historias clinicas de los pacientes, siguiendo las directrices del manual de

procedimientos de la RN-RHTs.

= Edad del paciente en el momento del diagnéstico: fue recogida en afios (variable de

confusion numeérica).
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= Sexo: se consider6 como:

1. Mujer

2. Varon

= Seguimiento de los pacientes

La recogida de datos de los pacientes se ha realizado a través del Registro Hospitalario
de Tumores (RHT), encargado de la recopilacion de unos datos minimos del paciente y de
actualizar el seguimiento anualmente. El seguimiento de todos los casos incluidos en el estudio
ha sido actualizado a 31 de diciembre de 2012. Los datos de seguimiento de los pacientes
recogidos ha permitido determinar la supervivencia global en meses. Para lo cual, también

se recogieron datos como:

1. La fecha de diagnostico (dia-mes-afio).
2. Fecha de recidiva posterior (dia-mes-ano).
3. La fecha de tltima revision (dia-mes-afo).

4. El estado del paciente en la ultima revision (E.U.C.), que se tabulé segtn los siguientes
criterios:
1. Paciente vivo, sin enfermedad
2. Paciente vivo, con enfermedad
3. Paciente muerto, por enfermedad
4. Paciente muerto, por otras causas

5. Paciente perdido para seguimiento

En el caso de los pacientes fallecidos, se recogio también la variable fecha de fallecimiento
(dia-mes-afio). Mientras que en los casos de los pacientes vivos (EUC de tipo 1,2 6 5), se
recogio la fecha del tltimo contacto(dia-mes-ano). A partir de estas fechas y del estado
del paciente, se calcul6 la supervivencia global (en meses); la cual se describe como la
diferencia entre la fecha de ultima de revision/fallecimiento y la fecha de diagnoéstico.
La variable supervivencia es numérica de tipo continuo y seré la variable dependiente

del estudio.
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3.3.2. Variables histopatolégicas

s Tamano tumeoral

Definido como el didmetro tumoral mayor (de las tres medidas tridimensionales recogidas)
descrito en el examen macroscopico de la pieza de reseccidon mamaria, se consider6 como una
variable continua y divido en dos grupos, menor y mayor o igual a 2 cm de diametro maximo

postfijacion, segun las recomendaciones del TNM.

= Tipo histolégico

Siguiendo la clasificacion de la OMS (2012) [21], los casos estudiados se enumeraron de la

siguiente forma:

1. Carcinoma invasor de tipo no especifico
. Carcinoma lobulillar infiltrante

. Carcinoma productor de mucinoso

. Carcinoma medular

. Carcinoma tubular

. Carcinoma mixto

. Carcinoma papilar

o N O Ot ks W N

. Carcinoma in situ

» Grado

Utilizando la clasificacion de Nottingham modificada por Bloom-Richardson para los carci-

nomas infiltrantes, distinguimos entre:

e Grado 1: Bien diferenciado
e Grado 2: Moderadamente diferenciado

e Grado 3: Pobremente diferenciado

= Afectacion ganglionar

Definido como la presencia de ganglios linfaticos con estructuras glandulares neoplésicas de
localizacion subcapsular o bien tejido glandular neoplésico ocupando y desestructurando par-
cial/completamente el parénquima ganglionar, con o sin presencia de rebasamiento capsular.

Es una variable de confusién numérica. Se categorizé como:
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e Valor 1: Presencia de afectacion ganglionar.

e Valor 2: Ausencia de afectacion ganglionar.

» Estadio de extensién TNM

Se valoré del siguiente modo [221]:

e Tumor primario (Carcinoma invasor) (pT):

o pTX: El tumor primario no se puede evaluar.
o pT0: No hay evidencia de tumor primario.

o pTis (DCIS): Carcinoma ductal in situ.

o pTis (LCIS): Carcinoma lobulillar in situ.

o pTis (Paget): Enfermedad de Paget en el pezon no asociada a carcinoma invasor

y/o carcinoma in situ (DCIS y/o LCIS) en el parénquima mamario subyacente.

o pT1: Tumor <20 mm en su mayor extension.

¢ pT1lmi: Tumor <1 mm en la mayor extension (microinvasion).

¢ pTla: Tumor >1 mm pero <5 mm en la mayor extension.

¢ pT1b: Tumor >5 mm pero <10 mm en la mayor extension.

¢ pTlc: Tumor >10 mm pero <20 mm en la mayor extension.
o pT2: Tumor >20 mm pero <50 mm en la mayor extension.
o pT3: Tumor >50 mm en la mayor extension.

o pT4: Tumor de cualquier tamafnio con extension directa a la pared toracica y/o a
la piel (ulceracion o nodulos cutéaneos). Nota: La invasion solo de la dermis no se

califica como pT4.

o pT4a: Extension a la pared toracica, no incluyendo solo adherencia/invasion del

misculo pectoral.

o pT4b: Ulceracion y/o nodulos satélites ipsilaterales y/o edema(incluyendo piel

de naranja) de la piel, que no tenga criterios para carcinoma inflamatorio.
o pT4c: Ambos T4a y T4b.

¢ pT4d: Carcinoma inflamatorio.
e Ganglios linfaticos regionales (pN):

o pNX: Los ganglios linfaticos regionales no se pueden evaluar(por ejemplo, extirpados

previamente, o no extirpados para estudio patologico).
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o pNO: No metéastasis en ganglio linfatico regional histologicamente identificada.

o pNO (i-): No metastasis en ganglio linfatico regional histologicamente identificada,
inmunohistoquimica (IHQ) negativa.

o pNO (i+): Células malignas en ganglio (s) linfatico (s) regional no mayor de 0,2 mm
y no mas de 200 células (detectada con HE o THQ incluyendo células tumorales
aisladas [IT]).

o pNO (mol-): No metéstasis en ganglio linfatico regional histoloégicamente iden-
tificada, hallazgos moleculares negativos (reacciéon en cadena de la polimerasa-
trancriptasa inversa [RT-PCR]).

o pNO (mol+): Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no metastasis en
ganglio linfatico regional detectada mediante histologia o THQ.

o pN1lmi: Micrometéastasis (mayor de 0,2 mm y/o mas de 200 células, pero no mayor
2,0 mm).

o pNla: Metéastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares, al menos una metastasis mayor
de 2,0 mm.

o pN2a: Metastasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares (al menos un depo6sito tumoral
mayor de 2,0 mm).

o pN3a: Metéstasis en 10 o més ganglios linfaticos axilares (al menos un depdsito
tumoral mayor de 2,0 mm).

o Metastasis a distancia (pM):
o pMO: Ausencia de metastasis a distancia.

o pM1: Metastasis a distancia detectable histolégicamente comprobada mayor de 0,2

min.

» Estadificacion

Es una variable de confusién numérica categorizada tal y como sigue:

e Valor 1. = Estadio I, que incluye IA (T1INOMO)y IB(TON1miM0 y T1N1miNO).

e Valor 2. = Estadio II, que incluye IIA (TONIMO,TIN1MO0,T2NOMO) y IIB
(T2N1MO0, T3NOMO).

e Valor 3. = Estadio III, que incluye IITA (TON2MO, TIN2MO0, T2N2MO0, T3N1MO,
T3N2MO0), IIIB (T4NO,N1,N2 MO0) y IIIC (Cualquier T N3 MO).

e Valor 4. = Estadio IV, correspondiente a cualquier tipo de T y N, combinado con M1.



78 3.3. VARIABLES ESTUDIADAS

3.3.3. Variables inmunohistoquimicas

Cada marcador inmunohistoquimico, segiin los requerimientos de patrén de tincién, ha sido
evaluado e interpretado como sigue:
» Receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP)
Para su valoracién se considerd:
e Valor 1: Positivo, cuando la tinciéon es nuclear, cualquiera que fuese su intensidad, y se
encuentra presente en un proporcion igual o superior al 10 %.

e Valor 2: Negativo, cuando la tincion es nuclear, cualquiera que fuese su intensidad, y se

encuentra presente en un proporcion inferior al 10 %.

= Her2

Las células marcadas especificamente por este anticuerpo presentan un patron de tincion

limitado a la membrana celular, utilizando el siguiente criterio para su evaluacion:

e (: Ausencia de tincién o existe en menos del 10 % de las células tumorales.

1+: Tincién de membrana débil o incompleta en més del 10 % de las células tumorales.

e 2+: Tincién de membrana débil o moderada y completa en mas del 10 % de las células

tumorales.

3+: Tincion de membrana fuerte y completa en mas del 10 % de las células tumorales.
Se realizo FISH para determinar si existia amplificacion o no de HER2/neu a aquellos casos
2+.

Los valores 0 y 1 fueron considerados negativos. Los valores 2 positivos para FISH y 3 fueron

considerados positivos.

= Ki67
Valorado en % de células tefiidas (n° ordinales, sin decimales).
e Valor 1: < 10
e Valor 2: > 10 < 30

e Valor 3: > 30
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» CK 5/6

e Valor 1: Tincioén positiva.

e Valor 2: Tincién negativa.
= CK 14

e Valor 1: Tincién positiva.

e Valor 2: Tincién negativa.

» CK 5/6 + CK 14
El fenotipo basal de carcinoma de mama se define como positivo para CK 5/6 y/o para CK
14, por lo que se toma como variable la presencia o no de ambas citoqueratinas en conjunto:
e Valor 1: Positivo (valores 1 de CK 5/6 o de CK 14, indistintamente).

e Valor 2: Negativo (valores 2 de ambas a la vez).
» CK 8/18/19

e Valor 1: Tincién positiva.

e Valor 2: Tincién negativa.

= Subtipos moleculares

Siguiendo la clasificacion inmunohistoquimica méas aceptada [28], basada en la expresion de
receptores hormonales, HER2 y marcadores caracteristicos de las células basales/ mioepite-

liales (CK 5/6, CK 14, p63 y EGFR), dividimos los subtipos moleculares en:

1. Luminal A: RE+, RP+/- y HER2-.

2. Luminal B: RE+, RP+/- y HER2+.

3. HER2: RE-, RP-, HER2 .

4. Basal-like o triple negativo: RE-, RP-, HER2- y CK5/6, CK14, p63 y/o EGFR+.

5. Mama normal o triple negativo-no basal: RE-, RP-, HER2-, CK5/6-, CK14-, p63- y/o
EGFR-.
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= p53
Se consider6 para su valoracion el siguiente criterio:
e Valor 1: Positivo, cuando la tincién es nuclear, cualquiera que fuese su intensidad, y se
encuentra presente en un proporcion igual o superior al 10 %.
e Valor 2: Negativo, cuando la tincion es nuclear, cualquiera que fuese su intensidad, y se
encuentra presente en un proporcion inferior al 10 %.
= VEGF

La expresion de VEGF se valoro, en las células tumorales, en el estroma y en los macrofagos,

de 0 a 3+ :

e 0: ausencia de tincion.
e 1-+: débil tincion.
e 2-+: moderada tincion.

e 3-: tincion fuerte.

Se consideraron dos grupos:

e Ausencia de tincién o tinciéon débil, corresponde al valor 1.

e Tincién moderada o intensa, como valor 2.

= TSP-1
Se valora por separado el estroma y las células tumorales, considerdndose de la siguiente
forma:
e Valor 0: ausencia de tincion (Figura 3.4).

e Valor 1: tincién estromal minimamente visible o pocas células tumorales (tincion débil)

(Figura 3.5).

e Valor 2: tincion estromal moderada (no es tan intensa como en valor 3) o frecuentes

células tumorales positivas (aunque no la mayoria de ellas) (Figura 3.6).

e Valor 3: tincién estromal intensa o de la mayoria de las células tumorales (Figura 3.7).
Para simplificar la evaluacion se decide agrupar los resultados de TSP-1 en 2 categorias:

e Valor 1: valores de TSP-1 O y 1, considerandolo como valor negativo.

e Valor 2: valores de TSP-1 2 y 3, considerandolo como valor positivo.
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Figura 3.6: Tincién inmunohistoquimica moderada de TSP-1 (a) estromal y (b) celular.
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Figura 3.7: Tincion inmunohistoquimica intensa de TSP-1 (a) estromal y (b) celular.

3.3.4. Estudio estadistico y analisis de los datos

Una vez completada la base de datos y actualizado el seguimiento (a 31 de diciembre de 2012),
hemos procedido a una descripcion de los todos los pardmetros clinicopatolégicos convencionales
(variables de confusion), supervivencia (variable dependiente) y de los marcadores biomoleculares
testados en todas las muestras de carcinoma de mama incluidas en el estudio.

El analisis estadistico se ha llevado a cabo mediante el software estadistico SPSS (version 19.0).

Se ha realizado una estadistica descriptiva basica inicial seguida de los anélisis univariantes uti-
lizando el test de chi-cuadrado, t-test, ANOVA o correlaciones divariados de Pearson (dependiendo
de que las variables tengan caracter numérico categorizado o variables numéricas continuas). Se
han usado métodos no-paramétricos, U de Mann-Whitney y test de Kruskall-Wallis, para datos
sin distribuciéon normal.

Las curvas de supervivencia se han analizado mediante el método de Kaplan-Meier, utilizandose
como estadisticos de contraste el Breslow y el logrank.

Se ha considerado significativo un valor de p<0,05.

Finalmente, se ha realizado un analisis multivariante del tipo de regresion de Cox.
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Resultados

4.1. Descripcion de la serie

4.1.1. Sexo

En la distribucion por sexos, de los 266 casos estudiados s6lo 4 correspondieron a varones
(1,5 %), observandose el gran predominio de mujeres (98,5 %) que es caracteristico del carcinoma

de mama (Figura 4.1).

2%

B Mujeres

B Varones

Figura 4.1: Distribucién por sexo
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4.1.2. Edad

La edad media al diagnéstico fue de 56,94 afios, oscilando entre 32 y 82 anos (Tabla 4.1).

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

Edad 266 56,94 12,43 32-82

Tabla 4.1: Edad media

4.1.3. Tamano

El tamano tumoral, expresado en centimetros, mostré un valor medio de 2,6 cm, oscilando entre

0,1 y 9 cm (Tabla 4.2).

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

Tamaiio 266 2,6 1,46 0,10-9

Tabla 4.2: Tamano medio

El estadiaje TNM tiene en cuenta 3 rangos de tamano segiun los cuales se clasifican en un
estadio diferente. Si ¢ es el tamano del carcinoma, se considera como estadio T1 cuando ¢ < 2 cm,
estadio T2 cuando 2 < ¢t < 5 cm y estadio T3 cuando ¢ > 5 cm. En nuestra serie tenemos que el
34,46 % de los casos tienen estadio T1, la mayoria, con un 59,89 %, tienen estadio T2, y s6lo un

5,65 % estan en estadio T3.

4.1.4. Tipo histolégico

En nuestra serie encontramos un 69,5 % (185) de casos correspondientes a carcinoma invasor no
especifico (siendo el mas frecuente de todos), un 9 % (24) de carcinomas lobulillares y un 14,3 %(38)
de carcinomas mixtos. Con menor frecuencia encontramos los tipos histologicos especiales: mucinoso
3,4% (9), carcinoma tubular y papilar 1,1 % (3), respectivamente, y carcinoma medular e in situ

0,8 % (2), respectivamente (Figura 4.2).

4.1.5. Grado histolégico

Segtn la clasificacion en tres categorfas usada en el momento del diagnostico, 157 (63,6 %)
de los carcinomas de mama fueron catalogados como grado 2 o moderadamente diferenciados, 67
(27,1 %) se clasificaron como grado 3 o pobremente diferenciados y 23 (9,3 %) como grado 1 o bien

diferenciados (Figura 4.3).
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Figura 4.2: Distribucion segun tipo histologico
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Figura 4.3: Distribucion segin grado histologico

4.1.6. Ganglios afectados

La proporciéon de casos fue muy similar entre los que presentaron metastasis ganglionares y
los que no, con un discreto mayor ntimero de casos para el grupo de ganglios negativos, 55,3 %
(147) frente al 44,7 % (119) de pacientes con afectacion ganglionar (Figura 4.4). Dentro de los casos
positivos, el 65,2 % presentaban de 1 a 3 ganglios afectados, el 27,2% de 4 a 9, y s6lo un 7,6 % con
10 o mas ganglios (29,1 %, 12,2% y 3,4 % sobre el total, respectivamente).
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55.30%

1 Sin afectaci6n ganglionar

1 a 3 ganglios afectados
4 a9 ganglios afectados

“ mas de 10 ganglios afectados

3.40%

Figura 4.4: Distribucion segin afectacion ganglionar

4.1.7. Receptores hormonales y HER2

De los 266 casos estudiados, 144 (54,1 %) presentaron receptores de estrogenos positivos y 134
(50,4 %) receptores de progesterona positivos, mientras que solo 31 casos mostraron positividad

para HER2 (11,7 %) (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Expresion de receptores hormonales y HER2
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4.1.8. 1Indice de proliferaciéon (Ki67)

Cuando estudiamos el indice proliferativo, establecimos 3 niveles de proliferacion, siendo bajo
cuando Ki67 <10 %, moderado con Ki67 > 10 < 30 % y alto con Ki67 >30 %. Segiin esto, en nuestro
estudio, la Tabla 4.3 muestra que la mayoria de los casos fueron de bajo indice proliferativo (122),

después de alto indice (54) y por ultimo moderado (40).

Ki67 N° de casos | Porcentaje (%)
<10 122 56,5

> 10 < 30 40 18,5
>30 54 25

Tabla 4.3: Distribucién segun indice de proliferacion (Ki67)

4.1.9. Subtipos moleculares

En nuestro serie, el subtipo molecular méas frecuente fue el luminal A, con un 50,6 % (124) de
los casos, seguido del luminal B con un 18,8 % (46), el HER2 positivo con un 9 % (22), el basal-like
con un 7,3% (18), y el menos frecuente de todos es el triple negativo-no basal (normal), con un

3,7% (9) de los casos (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Distribucién segiin subtipos moleculares
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4.1.10. Fenotipo basal y luminal

Los tumores considerados de fenotipo basal mediante inmunohistoquimica son aquellos que
expresan CK5/6 y/o CK14. De los 266 casos estudiados perdimos 15 en el sistema, con lo que
dispusimos de 251, de los cuales, sélo 21(8,4 %) mostraron positividad para CK 5/14. El resto
de tumores (230) expresaron CK 8/18/19, por lo tanto fueron considerados de fenotipo luminal

(91,6 %) (Figura 4.7).

B Fenotipo basal ™ Fenotipo luminal

Figura 4.7: Proporcion de casos con fenotipo basal y luminal

De los que expresaron citoqueratinas basales, 11 (52,4 %) también expresaron, aunque focalmen-

te, citoqueratinas de tipo luminal. Solo 9 casos fueron completamente negativos para CK 8/18/19.

4.1.11. Expresion de p53

La expresion de p53 fue preferentemente negativa en un 82,5 % de los casos (Tabla 4.4).

p53 N° de casos | Porcentaje (%)
Positivo 44 17,5
Negativo 207 82,5

Tabla 4.4: Expresion de p53



CAPITULO 4. RESULTADOS 89

4.1.12. Expresion de VEGF

Al valorar la expresion de VEGF en las células tumorales, la gran mayoria de los casos mostraron

tincion moderada o intensa (82 %) segin se observa en la Tabla 4.5.

VEGF Ne° de casos | Porcentaje (%)
Tincién ausente 48 18
Tincién intensa 218 82

Tabla 4.5: Expresion de VEGF

4.1.13. Expresion de TSP-1 estromal y celular

La mayor parte de los casos mostr6 una tincion ausente o débil, tanto de TSP-1 estromal como

celular (70,7 % y 92,4 %, respectivamente) (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Proporcién de la expresion de TSP-1 estromal y TSP-1 celular
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Cuando tenemos en cuenta su tincion en los diferentes tipos histologicos, la tendencia fue la
misma, la mayor parte de los casos no solian expresar T'SP-1 estromal ni celular, exceptuando al
carcinoma papilar, que mostré una tincion moderada/intensa de TSP-1 estromal en el 66,7 % de los
casos (Figura 4.9), y al carcinoma mucinoso, que presenté un porcentaje similar para ambos criterios
de tincion de la TSP-1 celular (55,6 % para la escasez de tincion y 44,4 % para la moderada/intensa)

(Figura 4.9).
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Figura 4.9: Expresion de TSP-1 estromal en funcién del tipo histolégico

4.2. Estadistica analitica

4.2.1. Expresion de trombospondina-1
Expresion estromal

= Relacién con el tamano tumoral
No se observo relacion estadisticamente significativa entre la expresion estromal y TSP-1 y
el tamano tumoral.

= Relacion con el grado histolégico

Al estudiar la relacion entre TSP-1 estromal y el grado histolégico de la lesion no se observan
diferencias significativas (Tabla 4.6). Tanto los casos que expresan TSP-1 estromal como

los que no lo hacen, son con més frecuencia tumores moderadamente diferenciados/grado 2
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Figura 4.10: Expresion de TSP-1 celular en funcion del tipo histologico

(55,8 % y 67,1 %, respectivamente). Sin embargo, encontramos un porcentaje algo mayor de
casos pobremente diferenciados (grado 3) dentro del grupo de tumores con tinciéon positiva

para TSP-1 estromal, en comparacion con los tumores negativos (36,4 % frente al 22,9 %).

N° de casos (%)
TSP-1 Estromal Sig.
Grado 1 Grado 2 Grado 3
Positiva 6 (7,80 %) 43 (55,80 %) 28 (36,40 %) 0.089
p=Y,
Negativa 17 (10,00 %) 114 (67,10%) 39 (22,90 %)

Tabla 4.6: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con el grado histologico

Al tener en cuenta solo los casos sin afectacion ganglionar, es mayor la diferencia de casos
de alto grado entre ambos grupos, existiendo un 35,6 % en los tumores con tincién modera-

da/intensa de TSP-1 estromal, frente a un 18,6 % en los que no mostraron tincién (Tabla 4.7).

N° de casos sin afectacion gg (%)
TSP-1 Estromal Sig.
Grado 1 Grado 2 Grado 3
Positiva 5(11,10%) 24 (53,30%) 16 (35,60 %) 0.00
p=y,
Negativa 11 (12,80%) 59 (68,60%) 16 (18,60%)

Tabla 4.7: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con el grado histologico en los casos sin

afectacion ganglionar
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= Relacién con la afectacion ganglionar

Aunque no encontramos diferencias significativas en la Tabla 4.8, cabe destacar que es algo
mas frecuente la presencia de ganglios libres de enfermedad en ambos grupos de tumores

(TSP-1 estromal positivos y negativos: 59 % y 53,7 %, respectivamente).

N° de casos (%)
Sig.
TSP-1 estromal | Con afectacion gg | Sin afectacion gg
Positiva 32 (41 %) 46 (59 %)
p=0,43
Negativa 87 (46,3 %) 101 (53,7 %)

Tabla 4.8: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con la afectacién ganglionar

= Relacién con los receptores hormonales

Al comparar la expresion de TSP-1 en el estroma con la expresion de los receptores de
estrogenos en la Tabla 4.9, observamos que existe una relacion significativa (p = 0,05) entre
ambos marcadores, siendo la tincién para TSP-1 mayoritariamente ausente o débil en los
casos con RE positivos. Por otro lado, dentro de los tumores que expresan TSP-1, existe un
mayor porcentaje de casos RE negativos que en el grupo TSP-1 negativa (42,9 % frente al

28,8 %).

En el caso de los receptores de progesterona, no obtenemos resultados significativos pero se
aprecia una tendencia similar a la de los receptores de estréogenos, la tincién estromal de
TSP-1 es con més fecuencia negativa en los tumores con RP positivos. También observamos
un porcentaje algo mayor de casos RP negativos dentro del grupo de tumores con tincién

positiva de TSP-1, en comparacion con el grupo de tincion ausente (42,9 % frente al 34,7 %).

N° de casos (%) N° de casos (%)
TSP-1 estromal Sig. Sig.
RE positivos | RE negativos RP positivos | RP negativos
Positiva 32 (57,10 %) 24 (42,90 %) 32 (57,10 %) 24 (42,90 %)
p=0,05 p=0,28
Negativa 104 (71,20 %) 42 (28,80 %) 94 (65,30 %) 50 (34,70 %)

Tabla 4.9: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de receptores de estrogenos

y progesterona

Si nos fijamos s6lo en las lesiones sin metéstasis ganglionares incluidos en la Tabla 4.10,
aunque siguen siendo mas frecuentes los tumores RP positivos y con tinciéon negativa de TSP-

1 estromal, se observa que en los tumores con tincion moderada/intensa de TSP-1, existe un
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mayor porcentaje de casos RP negativos, que en el grupo de TSP-1 negativa (44,1 % y 26,9 %,

respectivamente), acercandose esta relacion a la significacion estadistica (p = 0,07).

N° de casos sin afectacion ganglionar (%) Sig.
TSP-1 estromal | RP positivos RP negativos
Positiva 19 (55,90 %) 15 (44,10 %)
Negativa 57 (73,10 %) 21 (26,90 %) p=0.07

Tabla 4.10: Relaciéon de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de RP en los casos sin
afectacion ganglionar
= Relacién con HER2
Cuando analizamos la expresion de TSP-1 estromal y la de HER2 (Tabla 4.11), existe una
relacion significativa (p = 0,05) entre ambas, siendo la tincion de TSP-1 en su mayoria
ausente o débil en el grupo de tumores HER2 negativos. Por otro lado, cabe destacar que
dentro del grupo de tumores con tincién moderada/intensa de TSP-1 estromal, existe un
mayor porcentaje de casos HER2 positivos que en el grupo de tincién negativa para TSP-1

(18,7 % frente al 9,9 %).

N° de casos i
ig.
TSP-1 estromal | HER2 positivo | HER2 negativo
Positiva 14 (18,70 %) 61 (81,30 %)
p=0,05
Negativa 17 (9,90 %) 155 (90,10 %)

Tabla 4.11: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de HER2

Cuando tenemos en cuenta el grupo de casos con metastasis ganglionares (ver Tabla 4.12),
encontramos una tendencia diferente al de total de casos, aqui los casos HER2 positivos se
relacionan con una tincién de TSP-1 moderada o intensa en un mayor porcentaje (58,3 %),
con una significaciéon de p= 0,01. En los casos HER2 negativos sigue siendo mayoritaria la

tincion ausente o débil (76,2 %).

= Relacién con Ki67

Al relacionar la TSP-1 estromal con el indice de proliferacion Ki67, la mayoria de los casos
presenta un indice de proliferacion bajo (ver Tabla 4.13). Pero se aprecia que dentro del grupo
de tumores con tincion estromal de TSP-1 moderada/intensa, existe un mayor porcentaje de
casos de tumores de alto indice proliferativo (Ki67 >30 %), un 33,8 %, en comparacion con

el de tincion ausente/débil (27,2 %). Estos datos no fueron estadisticamente significativos.
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N° de casos con afectacion gg (%) i
ig.
TSP-1 estromal | HER2 positivo | HER2 negativo
Positiva 7 (58,30%) 24 (23,80 %)
p=0,01
Negativa 5 (41,70 %) 77 (76,20 %)

Tabla 4.12: Relacién de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de HER2 en los casos con

afectacion ganglionar

N° de casos (%)
TSP-1 Estromal Sig.
Ki67<10 Ki67 > 10 < 30 Ki67>30
Positiva 33 (50,80 %) 10 (15,40 %) 22 (33,80 %)
p=0,13
Negativa 89 (58,00%) 30 (19,90%) 32 (21,20%)

Tabla 4.13: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con el indice proliferativo (Ki67)

En el caso de los tumores con afectacion ganglionar, en el grupo que presenta tincion positiva
para TSP-1 estromal, también hay un mayor porcentaje de casos de alto indice proliferativo
que en el grupo de tincion negativa (33,3 % frente al 17,1 %), acercandose estos valores a la

significacion estadistica (p = 0,06). Estos datos se incluyen en la .Tabla 4.14.

N° de casos con afectacion ganglionar (%)
TSP-1 Estromal Sig.
Ki67<10 Ki67 > 10 < 30 Ki67>30
Positiva 18 (60 %) 2 (6,70 %) 10 (33,30 %) -
p=Y,
Negativa 50 (61 %) 18 (22,90 %) 14 (17,10 %)

Tabla 4.14: Relacién de la expresion estromal de TSP-1 con el indice de proliferaciéon en los casos

con afectacion ganglionar

= Relacién con p53

Cuando estudiamos la relaciéon entre la TSP-1 estromal y la expresion de p53, podemos
apreciar que, dentro del grupo de casos con tincién moderada/intensa de TSP-1, hay un
mayor porcentaje de lesiones que expresan p53 en comparacién con los casos de tincién
negativa (22,7% frente a un 15,3 %), aunque sin correlacion estadisticamente significativa

entre ambas variables (Tabla 4.15).
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N° de casos
Sig.
TSP-1 estromal | p53 positivo | p53 negativo
Positiva 17 (22,70 %) 58 (77,30 %)
p=0,16
Negativa 27 (15,30 %) | 149 (84,70 %)

Tabla 4.15: Relacién de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de pb3

= Relacién con VEGF

Al valorar la expresion de TSP-1 estromal y la de VEGF en la Tabla 4.16 no encontramos
una relaciéon estadisticamente significativa, pero se puede observar que dentro de los casos
con tincion moderada/intensa de TSP-1 estromal, hay un mayor porcentaje de casos que no

expresan VEGF que dentro del grupo TSP-1 negativo (24,4 % y 15,4 %, respectivamente).

N° de casos .
TSP-1 estromal | VEGF positivo | VEGF negativo St
Positiva 59 (75,60 %) 19 (24,40 %)
Negativa 159 (84,60 %) 29 (15,40 %) p008

Tabla 4.16: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de VEGF

Por otro lado, si obtenemos valores significativos cuando sblo analizamos los casos sin afec-
tacion ganglionar (p = 0,05). Aqui, se aprecia que dentro de los tumores VEGF positivos, la
mayor parte (71,7 %) son negativos para TSP-1 estromal mientras que en los VEGF negativos
no existen diferencias, con el 50 % de los casos negativos o positivos para TSP-1 estromal

(Tabla 4.17).

N° de casos sin afectacion gg (%) i
ig.
TSP-1 estromal | VEGF positivo | VEGF negativo
Positiva 36 (28,30 %) 10 (50 %)
p—0,05
Negativa 91 (71,70 %) 10 (50 %)

Tabla 4.17: Relacién de la expresion estromal de TSP-1 con la expresion de VEGF en los casos sin

afectacion ganglionar

= Relacion con el fenotipo luminal y basal

En la relacion entre el fenotipo luminal (tumores CK 8/18/19 positivos) y la expresion de

TSP-1 estromal, no obtenemos resultados con valores significativos (Tabla 4.18), observando
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una tincién preferentemente ausente o débil de TSP-1 estromal en los casos con fenotipo
luminal (68 %). No obstante, en este grupo se aprecia un mayor porcentaje de casos con
tincion positiva para TSP-1 estromal que en los tumores que no expresan estas queratinas

(32% frente al 11,1 %).

N° de casos (%)

TSP-1 estromal | CK 8/18/19 | CK 8/18/19 Sig.
positiva negativa
Positiva 77 (32 %) 1 (11,1%)
p—0,18
Negativa 164 (68 %) 8 (88,9 %)

Tabla 4.18: Relacion de la expresion de TSP-1 con el fenotipo luminal

La Tabla 4.19 indica que si que encontramos una relacion significativa (p = 0,006) entre la
tincion de TSP-1 estromal y la expresion de CK5/14, observando que los tumores de fenotipo
basal (positivos para CK 5/14) presentan en un mayor porcentaje tincion moderada o intensa
de TSP-1 estromal (57,1 %). Por otro lado, los casos negativos para CK5/14 se relacionan

con una ausencia o tincion débil (71,7 %).

N° de casos (%)
TSP-1 estromal | CK 5/14 CK 5/14 Sig.
positiva negativa
Positiva 12 (57,10%) | 65 (28,30 %)
p=0,006
Negativa 9 (42,90 %) | 165 (71,70 %)

Tabla 4.19: Relacion de la expresion de TSP-1 con el fenotipo basal

Cuando analizamos por separado los tumores segin la presencia o no afectaciéon ganglionar,
obtenemos resultados similares a los totales, siendo significativos en el grupo de casos con
metéastasis ganglionar (p = 0,014), mostrando el 60 % de casos con fenotipo basal una tincién
moderada/intensa de TSP-1 estromal, mientras que el 76,2 % de los casos negativos presentan

una tincion ausente/débil (Tabla 4.20).

Relacién con el subtipo molecular triple negativo

La mayoria de los tumores de fenotipo basal pierden la expresion de receptores hormonales
(RE y RP) y del oncogén c-erb-B2 (HER2). Creamos una variable con estas caracteristicas:

RE negativos, RP negativos y HER2 negativo. Al estudiar los casos que cumplen o no estas
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N° de casos con afectacion gg (%)
TSP-1 estromal | CK 5/14 CK 5/14 Sig.
positiva negativa
Positiva 6 (60 %) 25 (23,8%)
p=0,014
Negativa 4 (40 %) 80 (76,2 %)

Tabla 4.20: Relacion de la expresién de TSP-1 con el fenotipo basal en los casos con afectacion

ganglionar

caracteristicas, observamos en la Tabla 4.21 que tanto los casos con RE/RP/HER2 negativos
como los no negativos, muestran en su mayoria tinciéon estromal de TSP-1 ausente o débil

(64,2% y 71,1 %, respectivamente).

N° de casos (%)

TSP-1 estromal | RE/RP/HER2 | No RE/RP/HER2 Sig.
negativos negativos
Positiva 19 (35,80 %) 55 (28,90 %)
Negativa 34 (64,20 %) 135 (71,10 %) p=0.33

Tabla 4.21: Relacion de la expresion estromal de TSP-1 con el subtipo molecular triple negativo

Expresiéon celular

= Relacion con el tamano tumoral

No se observo relacién estadisticamente significativa entre la expresion celular y TSP-1 y el

tamano tumoral.

= Relaciéon con el grado histologico

Cuando analizamos la relacion entre la expresion de TSP-1 celular y el grado histolégico (Ta-
bla 4.22), se aprecia que tanto los tumores que expresan TSP-1 en las células tumorales como
los que no lo hacen, son con mas frecuencia moderadamente diferenciados (50 % y 65,5 %,
respectivamente), pero encontramos un mayor porcentaje de casos pobremente diferenciados
dentro del grupo de tumores con tincién positiva para TSP-1 en comparacién con las lesiones

negativas para este marcador (37,5 % frente al 26,4 %).

Pero no ocurre lo mismo cuando tenemos en cuenta solo los tumores con afectacion ganglionar,

como se puede observar en la Tabla 4.23. En este caso, las lesiones que muestran tincién
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N° de casos totales (%)
TSP-1 celular Sig.
Grado 1 Grado 2 Grado 3
Positiva 2 (12,50 %) 8 (50 %) 6 (37,50 %)

Negativa 21 (9,10%) 149 (64,50%) 61 (26,40 %)

p=0,5

Tabla 4.22: Relacién de la expresion celular de TSP-1 y el grado histologico

moderada o intensa de TSP-1 celular, son en su mayoria de grado 3 (83,3 %), mientras
que los que no la expresan son de grado 2 (66,4 %), siendo estos valores estadisticamente

significativos (p = 0,014).

N° de casos con afectacion ganglionar (%)
TSP-1 celular Sig.
Grado1 Grado 2 Grado 3
Positiva 0(0%) 1(16,7%) 5 (83,3%) -
p=y,
Negativa 7(64%) 73 (66,4%) 30 (27,2 %)

Tabla 4.23: Relacién de la expresion celular de TSP-1 y el grado histoldgico en los casos con

afectacion ganglionar

= Relacion con la afectacion ganglionar

En el caso de la relacion con la afectacion ganglionar, se observa que los casos con expresion
celular de TSP-1 tienen mayoritariamente ganglios negativos (70 %), si bien, este hecho se
reproduce también en los casos con TSP-1 celular negativa (63,7 %), por lo que no existe

relacion estadisticamente significativa (Tabla 4.24).

N° de casos (%)
TSP-1 celular Sig.
Con afectacion gg | Sin afectacion gg
Positiva 6 (30 %) 14 (70 %)
p=0,15
Negativa 113 (46,3 %) 131 (63,7 %)

Tabla 4.24: Relacion de la expresion celular de TSP-1 y la presencia o no de afectacion ganglionar

= Relaciéon con los receptores hormonales

Al cuantificar la TSP-1 en las células tumorales y relacionarla con la expresion de receptores
hormonales (Tabla 4.25), hemos observado que tanto los tumores con ausencia o tinciéon débil
como los de tincion moderada o intensa, son preferentemente RE positivos (66,7 % y 75 %,

respectivamente) y RP positivos (61,4 % y 81,3 %, respectivamente).
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N° de casos (%) N° de casos (%)
TSP-1 celular Sig. Sig.
RE positivos | RE negativos RP positivos | RP negativos
Positiva 12 (75 %) 4 (25%) 04 13 (81,30 %) 3 (18,70 %) 011
p=y, p=Y,
Negativa 124 (66,7 %) 62 (33,3%) 113 (38,6 %) 71 (61,4 %)

Tabla 4.25: Relacién de la expresion celular de TSP-1 con la expresiéon de receptores de estrogenos

y progesterona

En el caso de los RP, dentro de los tumores sin afectacién ganglionar (Tabla 4.26), la tendencia

es la misma, siguen siendo mas frecuentes los tumores RP positivos, sobre todo en el grupo

que expresa TSP-1 celular, con un 90,9% de los casos. Pero observamos que existié un

mayor porcentaje de casos RP negativos en los tumores que no expresaban TSP-1 celular en

comparacion con los que si la expresaban (34,7 % frente a 9,1 %), acercandose estos valores

a la significacion estadistica (p = 0,08).

N° de casos sin afectacion ganglionar (%)
TSP-1 celular Sig.
RP positivo RP negativo
Positiva 66 (65,3 %) 35 (34,7 %)
p—0,08
Negativa 10 (90,9 %) 1(9,1%)

Tabla 4.26: Relacion de la expresion celular de TSP-1 y la expresion de RP en los casos sin afectacion

ganglionar

= Relacion con HER2

La practica totalidad de los casos TSP-1 celular positivos han sido HER2 negativos (95 %),

lo cual se reproduce en los casos con tincion celular negativa (86,8 %), por lo que no existe

relacion estadisticamente significativa (Tabla 4.27).

TSP-1 celular

N° de casos (%)

HER?2 positivo

HER?2 negativo

Sig.

Positiva

Negativa

1 (5%)
30 (13,20 %)

19 (95 %)
197 (86,80 %)

p=0,28

Tabla 4.27: Relaciéon de la expresion celular de TSP-1 con la expresion de HER2
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= Relacion con Ki67

En cuanto a la relacion entre la expresion de TSP-1 celular y el indice proliferativo no se
encuentran diferencias significativas (Tabla 4.28), siendo mas frecuentes los casos con ba-
jo indice proliferativo, independientemente de la intensidad de tincién estromal de TSP-1
(69,20 % y 55,7 %, respectivamente). Cabe destacar que en el caso de los tumores con expre-
si6n inmunohistoquimica moderada/intensa no existe ningtin caso con un indice proliferativo

de valor intermedio (Ki67 > 10 < 30).

N° de casos totales (%)
TSP-1 celular Sig.
Ki 67 <10 Ki67 > 10 <30 Ki67 >30
Positiva 9 (69,20 %) 0 (0%) 4 (30,80 %) .
p=Y,
Negativa 113 (55,70 %) 40 (19,70 %) 50 (24,50 %)

Tabla 4.28: Relacion de la expresion celular de TSP-1 con el indice de proliferacion (Ki67)

= Relacién con p53

Al relacionar la expresion de TSP-1 en las células tumorales y la de p53 (Tabla 4.29), no
se alcanzan valores significativos, ya que han sido méas numerosos los casos sin expresion
de p53. Pero se puede apreciar un mayor porcentaje de casos pbH3 positivos en el grupo de

tumores con tincion ausente/débil de TSP-1 celular (18,6 % frente al 5 % del grupo con tinciéon

intensa/moderada).
N° de casos (%)
TSP-1 celular Sig.
P53 positivo | p53 negativo
Positiva 1 (5%) 19 (95 %)
p=0,12
Negativa 43 (18,60 %) | 188 (81,40 %)

Tabla 4.29: Relacion de la expresion celular de TSP-1 con la expresion de p53

= Relacién con VEGF

Al igual que en los casos negativos, en los casos con expresion celular de TSP-1 incluidos en
la Tabla 4.30 se observa un mayor porcentaje de expresiéon positiva de VEGF, apreciandose
una cifra ligeramente mayor de lesiones VEGF negativas en el grupo con expresion celular
moderada/intensa de TSP-1, en comparacion con el que carece de expresion de TSP-1(25 %

y 17,6 %, respectivamente).
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N° de casos (%)
TSP-1 celular Sig.
VEGF positivo | VEGF negativo
Positiva 15 (75 %) 5 (25 %)
p=0,41
Negativa 201 (82,40 %) 43 (17,60 %)

Tabla 4.30: Relacién de la expresion celular de TSP-1 con la expresion de VEGF

= Relaciéon con el fenotipo luminal y basal
Al valorar la relacion de la expresion de TSP-1 en las células tumorales y el fenotipo luminal
de carcinoma de mama, observamos que la totalidad de los tumores negativos para CK
8/18/19 fueron TSP-1 negativos. No obstante, la ausencia de casos TSP-1 positivos y CK

negativos no permitio establecer su correlacion estadistica (Tabla 4.31).

N° de casos (%) i
ig.
TSP-1 celular | CK 8/18/18 positiva | CK 8/18/18 negativa
Positiva 20 (24,40 %) 0 (0%)
p—0,36
Negativa 211 (91,70 %) 9 (100 %)

Tabla 4.31: Relacién de la expresion celular de TSP-1 con el fenotipo luminal

En cuanto a los datos de la expresion de TSP-1 celular y el fenotipo basal incluidos en la
Tabla 4.32, si existe una relacion significativa (p = 0,05), siendo més frecuentes los casos con
tincion ausente o débil. Pero se observa que dentro de los tumores con fenotipo basal, existe
un mayor porcentaje de tumores con tinciéon moderada/intensa en comparacion con los casos

CK 5/14 negativa (19 % frente al 7%).

N° de casos (%) i
ig.
TSP-1 celular | CK 5/14 positiva | CK 5/14 negativa
Positiva 4 (19%) 16 (7 %)
p—0,05
Negativa 17 (81 %) 214 (93 %)

Tabla 4.32: Relacién de la expresion celular de TSP-1 con el fenotipo basal

Esta diferencia es mayor cuando s6lo tenemos en cuenta los casos con afectacion ganglionar,
existiendo un 20 % de casos con fenotipo basal que muestran tincion moderada o intensa,
frente a un 3,8 % de casos sin fenotipo basal con esta tincion (p = 0,02). En los casos sin
afectacion ganglionar la tendencia es la misma pero no se obtienen resultados significati-

vos (Tabla 4.33).
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N° de casos con afectacion gg (%)
TSP-1 celular Sig.
CK 5/14 positiva | CK 5/14 negativa
Positiva 2 (20%) 4 (3,80 %)
p=0,02
Negativa 8 (80 %) 101 96,20 %)

Tabla 4.33: Relacion de la expresion celular de TSP-1 con el fenotipo basal en los casos con

afectacion ganglionar

= Relacién con el subtipo molecular triple negativo

La Tabla 4.34 muestra la relacion entre la expresion de TSP-1 celular y aquellos casos que
cumplen o no tener RE, RP y HER2 negativos. Se puede observar que tanto los tumores que
cumplen esta caracteristica como los que no, muestran en su mayoria tinciéon ausente o débil

para TSP-1 celular (88,7% y 92,6 %, respectivamente).

N° de casos (%)
TSP-1 celular Sig.
RE/RP/HER2 negativos | No RE/RP/HER2 negativos
Positiva 6 (11,30 %) 14 (7,40 %)
p—0,35
Negativa 47 (88,70 %) 176 (92,60 %)

Tabla 4.34: Relacién de la expresion celular de TSP-1 y el subtipo molecular triple negativo

4.2.2. Fenotipo basal
Relacion con el tipo histolégico
La mayorfa de los tumores con fenotipo basal (CK5/14 positivos) fueron de tipo invasor no

especifico (85,7 %). Solo se advirtio fenotipo basal en un caso de carcinoma lobulillar , en uno de

tipo mixto y en un carcinoma papilar (Tabla 4.35).

Relacion con el grado histolégico

En el estudio de la expresion de CK 5/14 y el grado histologico encontramos una relacion
significativa (p = 0,000) entre ambos marcadores, siendo la mayoria de los tumores de fenotipo
basal pobremente diferenciados, con un 78,9 % de los casos. El 21,1 % corresponde a tumores
moderadamente diferenciados y no hay ninguno bien diferenciado. Por otro lado, en los tumores
que no expresan CK 5/14 la tendencia es diferente, siendo los mas frecuentes los moderadamente
diferenciados (66 %), y mostrando sélo un 23,8 % de casos pobremente diferenciados y un 10,2 %

bien diferenciados (Tabla 4.36).
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N° de casos (%)

CK 5/14 Positiva Negativa
Ca. invasor no especifico | 18 (85,7%) 153 (66,50 %)
Ca. lobulillar 1(4,80%) 23 (10%)
Ca. mucinoso 0 (0%) 9 (3,90 %)
Ca. medular 0 (0%) 2 (0,90 %)
Ca. tubular 0 (0%) 3 (1,30 %)
Ca. mixto 1(4,80%) 36 (15,7%)
Ca. papilar 1 (4,80 %) 2 (0,90 %)
Ca. in situ 0 (0%) 2 (0,90 %)
Sig. p= 0,42

Tabla 4.35: Relacién del fenotipo basal con el tipo histolégico

N° de casos (%)
CK 5/14 Sig.
Grado 1 Grado 2 Grado 3
Positiva 0 (0%) 4(21,1%) 15 (78,9%)
p—0,000
Negativa | 22 (10,2%) 142 (66%) 51 (23,82%)

Tabla 4.36: Fenotipo basal y grado histolégico

Relacidon con la afectacion ganglionar

La proporcién de casos con y sin afectacién ganglionar ha sido practicamente similar dentro

de los tumores con fenotipo basal, aunque, en comparacion con las lesiones que no expresaron CK

5/14, presentan un porcentaje ligeramente mayor de casos con metastasis en ganglios linfaticos

(47,6 % frente a 45,7 %), sin llegar a ser valores significativos (Tabla 4.37).

N° de casos (%)
CK 5/14 Sig.
Con mtx gg | Sin mtx gg
Positiva | 10 (47,60%) | 11 (52,40%) 0.86
p=Y,
Negativa | 105 (45,70 %) | 125 (54,30 %)

Tabla 4.37: Fenotipo basal y metastasis ganglionares
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Relacién con los receptores hormonales

Al estudiar la relacion entre la expresion de CK 5/14 por las células tumorales y los receptores
hormonales (Tabla 4.38), obtenemos valores que alcanzan significacion estadistica (p = 0,000). Asi,
la mayoria de los casos de fenotipo basal muestran RE negativos (85,7 %) y RP negativos (85,7 %),
al contrario que los tumores negativos para CK 5/14, que son preferentemente RE positivos (61,8 %)

y RP positivos (57,5 %).

N° de casos (%) N° de casos (%)
CK 5/14 Sig. Sig.
RE positivos | RE negativos RP positivos | RP negativos
Positiva 3 (14,30 %) 18 (85,70 %) 3 (14,30 %) 18 (85,70 %)
p=0,000 p=0,000
Negativa | 139 (61,80 %) 86 (38,20 %) 131 (57,50 %) 97 (42,50 %)

Tabla 4.38: Fenotipo basal y expresion de RE y RP

Relacién con HER2

Cuando valoramos la expresion de HER2 en relaciéon con la de CK 5/14, nos encontramos, que
aunque la mayor parte de los casos son negativos para HER2, el porcentaje de tumores de fenotipo
basal que expresan HER2 es mayor que dentro de las lesiones que no expresan CK 5/14 (20%

frente al 11,9 %), sin alcanzar significacion estadistica (Tabla 4.39).

N° de casos (%)
CK 5/14 Sig.
HER2 positivo | HER2 negativo
Positiva 4 (20%) 16 (80 %)
p—0,29
Negativa 27 (11,90 %) 199 (88,10 %)

Tabla 4.39: Fenotipo basal y expresion de HER2

Relacién con RE/RP/HER2 negativos

Los tumores con fenotipo basal se caracterizan por expresar CK 5 o CK 14, y en su mayoria
pierden la expresion de RE, RP y HER2. En nuestro estudio, el 65 % de los casos positivos para
CK 5/14 muestran esta caracteristica, son RE, RP y HER2 negativos. Mientras que el 82,4 % de
los tumores que no expresan CK 5/14, tampoco muestran negatividad para los 3 marcadores a la

vez (Tabla 4.40).
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N° de casos (%)
CK 5/14 Sig.
RE/RP/HER2 negativos | No RE/RP/HER?2 negativos
Positiva 13 (65 %) 7 (35%)
p—0,000
Negativa 39 (17,60 %) 183 (82,40 %)

Tabla 4.40: Fenotipo basal y negatividad para RE, RP y HER2

Relacién con Ki67

Obtenemos una relacion significativa (p = 0,006) entre el fenotipo basal y la expresion de Ki67,
mostrando la mayor parte de estos tumores un alto indice proliferativo (55,6 %). Encontramos un
33,3% y un 11,1 % de casos con un nivel de proliferacion bajo y moderado, respectivamente. Al
contrario, los casos CK 5/14 negativos presentan més frecuentemente un Ki67 bajo (58,9 %), siendo

intermedio el 19,3 % y bajo el 21,8 % (Tabla 4.41).

N° de casos (%)
CK 5/14 Sig.
Ki 67 <10 Ki67 > 10 < 30 Ki67 >30
Positiva | 6 (33,30 %) 2 (11,10%) 10 (55,60 %)
p—0,006
Negativa | 116 (58,00%) 38 (19,30%) 43 (21,80 %)

Tabla 4.41: Fenotipo basal e indice proliferativo

Relacion con p53

En el caso de la expresion de p53 y la CK 5/14 (Tabla 4.42) encontramos una relacion signifi-
cativa (p = 0,001) entre ambos marcadores. Observamos que la mayorfa de los tumores CK 5/14
negativos muestran a su vez negatividad para p53 (85 %). En el caso de los tumores con fenotipo
basal, también son algo méas numerosos los casos con p53 negativo (55 %), pero las diferencias son

menores y encontramos un importante porcentaje de casos p53 positivos en este grupo (45 %).

N° de casos totales (%)
CK 5/14 Sig.
P53 positivo | p53 negativo
Positiva 9 (45 %) 11 (55 %)
p—0,001
Negativa 34 (15%) 193 (85 %)

Tabla 4.42: Fenotipo basal y expresiéon de p53
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Cuando analizamos los tumores con fenotipo basal con afectacion ganglionar (Tabla 4.43), se
observa con més frecuencia positividad para p53 (55,6 %), al contrario de lo que ocurre en la

totalidad de los casos, alcanzando estos valores significacién estadistica (p = 0,001).

N° de casos con afectacion gg (%)
CK 5/14 Sig.
p53 positivo P53 negativo
Positiva | 5 (55,60 %) 4 (44,40 %)
p=0,001
Negativa | 14 (13,50 %) 90 (86,50 %)

Tabla 4.43: Fenotipo basal y la expresion de p53 en los casos con afectacion ganglionar

Relacién con VEGF

Al relacionar la CK 5/14 y la expresion de VEGF, se aprecia que la mayoria de los casos

con fenotipo basal muestran positividad para VEGF (71,4 %), aunque estos valores no alcanzan

significacion estadistica (Tabla 4.44).

N° de casos totales (%)
CK 5/14 Sig.
VEGF positivo | VEGF negativo
Positiva 15 (71,40 %) 6 (28,60 %) 0.95
p=Y,
Negativa 188 (81,70 %) 42 (18,30 %)

Tabla 4.44: Fenotipo basal y expresion de VEGF

Sin embargo, cuando tenemos en cuenta los tumores con y sin metastasis ganglionar por sepa-
rado (ver Tabla 4.45), encontramos un mayor porcentaje de lesiones VEGF negativas (36,4 %) en

el grupo de carcinomas basales con ganglios negativos, aunque la mayor parte sigui6é expresando

VEGF (63,4 %), alcanzando estos valores significacion estadistica (p = 0,034).

N° de casos sin afectacion gg (%)
CK 5/14 Sig.
VEGF positivo | VEGF negativo
Positiva 7 (63,6%) 4 (36,4%)
p—0,034
Negativa 109 (87,2 %) 16(12,8 %)

Tabla 4.45: Fenotipo basal y expresion de VEGF en los casos sin afectacion ganglionar
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N° de casos (%)

CK 8/18/19 Positiva  Negativa
Ca. invasor no especifico | 163 (959%) 7 (4,1%)
Ca. lobulillar 23 (95,8%) 1 (4,2%)
Ca. mucinoso 9 (100 %) 0 (0%)
Ca. medular 1 (50 %) 1 (50%)
Ca. tubular 3 (100 %) 0 (0%)
Ca. mixto 37 (100 %) 0 (0%)
Ca. papilar 3 (100 %) 0(0%)
Ca. in situ 2 (100 %) 0 (0%)
Sig. p= 0,04

Tabla 4.46: Relacion entre la expresion de CK 8/18/19 y los tipos histologicos

4.2.3. Fenotipo luminal
Relacion con el tipo histolégico

En nuestra serie, los casos més numerosos son los carcinomas invasores no especificos con fenoti-
po luminal (CK 8/18/19 positivos), correspondiendo al 65,2 % (163) del total de casos, alcanzando
estos valores significacion estadistica (p = 0,04). Ademaés, se observa que en todos los tipos histo-
logicos la frecuencia de expresion de CK 8/18/19 oscila entre el 95% y el 100 %, excepto en los
carcinomas medulares, donde se aprecia el mismo niimero de casos positivos y negativos para CK

8/18/19 (Tabla 4.46).

Relacién con el grado histolégico

Cuando estudiamos la relacion entre la expresion de CK 8/18/19, que define al fenotipo luminal,
v el grado histolégico de la lesion, observamos que la mayoria de los casos positivos son de grado 2
(moderadamnte diferenciados) (63,3 %), siendo de grado 3 (pobremente diferenciado)un 27 % y de
grado 1 (bien diferenciado) un 9,7 %. Los casos negativos presentan un nimero similar de casos de

grado 3y 2 (57,1 % y 42,9 %, respectivamente), no existiendo casos bien diferenciados (Tabla 4.47).

Relacion con la afectacion ganglionar

No encontramos una relacion significativa entre la expresion de CK 8/18/19 y la afectacion

ganglionar, siendo muy parecido el porcentaje de casos con y sin metéstasis ganglionares en los
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N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
Grado 1 Grado 2 Grado 3
Positiva 22 (9,70%) 143 (63,30%) 61 (27%) 018
p=y,
Negativa 0 (0%) 3(4290%) 4 (57,10%)

Tabla 4.47: Fenotipo luminal y el grado histolégico

dos grupos de tumores, aunque un poco mas frecuentes los casos con afectaciéon de ganglios en los

tumores que no expresan CK 8/18/19 (Tabla 4.48).

N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
Con mtx gg | Sin mtx gg
Positiva | 110 (45,60%) | 131 (54,40%)
p=0,55
Negativa 5 (55,60 %) 4 (44,40 %)

Tabla 4.48: Fenotipo luminal y la afectacién ganglionar

Relacién con los receptores hormonales

Al estudiar la relacion entre la expresion de CK 8/18/19 y la de los receptores hormonales ob-
tenemos valores significativos (Tabla 4.49). En cuanto a los receptores de estrogenos, los casos que
muestran fenotipo luminal (CK 8/18/19 positivos) son con mas frecuencia RE positivos (59,1 %).
Por el contrario, los casos negativos son en su mayoria RE negativos (88,9 %). Con los receptores
de progesterona encontramos resultados similares. Los casos CK 8/18/19 positivos son mas fre-
cuentemente RP positivos (55,2 %), mientras que los tumores negativos son mayoritariamente RP

negativos (77,8 %).

N° de casos (%) N° de casos (%)

CK 8/18/18 Sig. Sig.
RE positivos | RE negativos RP positivos | RP negativos
Positiva 140 (59,10 %) 97 (40,90 %) 132 (55,20 %) 107 (44,80 %)
p=0,004 p=0,05
Negativa 1 (11,10 %) 8 (88,90 %) 2 (22,20 %) 7 (77,80 %)

Tabla 4.49: Fenotipo luminal y la expresién de receptores hormonales
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Relacién con HER?2

En la relacion con la expresion de HER2 no encontramos diferencias significativas (Tabla 4.50).
Los tumores con fenotipo luminal han sido en su mayoria HER2 negativos, al igual que los casos

negativos para CK 8/18/19 (87,7 % y 88,9 %, respectivamente).

N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
HER2 positivo | HER2 negativo
Positiva 29 (12,30 %) 207 (87,70 %)
p—0,091
Negativa 1 (11,10 %) 8 (88,90 %)

Tabla 4.50: Fenotipo luminal y la expresiéon de HER2

Relacién con RE/RP/HER2 negativos

Los tumores con fenotipo luminal suelen expresar receptores hormonales pero no expresan
HER?2. Cuando analizamos la relacion entre los casos positivos para CK 8/18/19 y la no expresion
de RE, RP y HER2 en conjunto, observamos que la mayoria de los casos con fenotipo luminal no
cumplen esta caracteristica (80,3 %). Sin embargo, el 77,8 % de casos negativos para CK 8/18/19,

si que presentan negatividad para receptores hormonales y HER2 (Tabla 4.51).

N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
RE/RP/HER2 negativos | No RE/RP/HER2 negativos
Positiva 46 (19,70 %) 187 (80,30 %)
p—0,000
Negativa 7 (77,80 %) 2 (22,20 %)

Tabla 4.51: Fenotipo luminal y la negatividad para RE, RP y HER2

Relacién con Ki67

La mayor parte de los tumores con fenotipo luminal son lesiones de bajo indice proliferativo
(57,8 %). En este grupo encontramos un 23,5% de casos con elevado Ki67 y un 18,6 % de nivel
moderado. Sin embargo, en los tumores que muestran una tincién negativa para CK 8/18/19 son
ligeramente mas frecuentes las lesiones con Ki67, con un 44,4 % de los casos, mientras que el 33,3 %

corresponde a un Ki67 bajo y el 22,2 % a moderado, sin alcanzar valores significativos (Tabla 4.52).
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N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
Ki 67 <10 Ki67 > 10 < 30 Ki67 >30
Positiva 118 (57,80 %) 38 (18,60 %) 48 (23,50 %) 098
p=Y,
Negativa | 3 (33,30%) 2 (22,20 %) 4 (44,40 %)

Tabla 4.52: Fenotipo luminal y el indice proliferativo

Relacion con p53

Cuando analizamos la expresion de p53 (Tabla 4.53), encontramos una relacion significativa
con la expresion de CK 8/18/19 (p = 0,000), de forma que los casos con fenotipo luminal son con
mas frecuencia p53 negativos (84 %). Sin embargo, los casos negativos para CK 8/18/19 expresan

en su mayoria p53 (66,7 %).

N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
p53 positivo | p53 negativo
Positiva 38 (16 %) 199 (84 %)
p=0,000
Negativa 6 (66,70 %) 3 (33,30 %)

Tabla 4.53: Fenotipo luminal y la expresion de p53

Relacién con VEGF

En cuanto a la relacion entre la expresion de CK 8/18/19 y de VEGF (Tabla 4.54), encontramos
una relacion significativa entre ambos marcadores (p = 0,04), de forma que los tumores con fenotipo
luminal son en su mayorfa VEGF positivos (82,6 %). En el caso de las lesiones negativas para CK
8/18/19, las diferencias entre la expresion de VEGF son menores, siendo también un poco mas

frecuentes los casos positivos (55,6 %).

N° de casos (%)
CK 8/18/19 Sig.
VEGTF positivo | VEGF negativo
Positiva 198 (82,20 %) 43 (17,80 %)
p=0,04
Negativa 5 (55,60 %) 4 (44,40 %)

Tabla 4.54: Fenotipo luminal y la expresion de VEGF



CAPITULO 4. RESULTADOS 111

4.3. Estudio de supervivencia

4.3.1. Supervivencia global

Después de mas de 10 anos de seguimiento, la supervivencia global media estimada de nuestra
serie se situd en los 95,170 meses (IC 95 %: 90,352-99,989), siendo la mediana de 120 meses (IC
95 %: 107,483-132,517) (Figura 4.11). Al finalizar nuestro estudio, 136 pacientes permanecen vivos
sin enfermedad (51,1 %), 8 (3 %) vivos con enfermedad, 75 (28,2 %) han fallecido por el tumor y

47 (17,7%) por otras causas.
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Figura 4.11: Funcién de supervivencia

Hemos realizado un analisis univariante de la supervivencia global especifica de nuestras pa-

cientes, y su relacion con distintos pardmetros clinicos e histopatologicos.

4.3.2. Relacién entre supervivencia y el tamano tumoral

Las pacientes con los tumores de menor tamano de nuestro estudio presentaron los mejores
datos de supervivencia (p = 0,04). Los tumores menores o iguales a 2 ¢cm mostraron una supervi-
vencia media estimada de 179,050 meses (IC 95 %: 166,115-191,985). Por su parte, los tumores con
tamanos mayores de 2 cm pero menores o iguales a 5 cm tuvieron la peor supervivencia media, de

147,799 meses (IC 95 %: 134, 658-160,940). Sin embargo, los tumores més grandes, de mas de 5
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cm, presentaron una supervivencia intermedia entre los grupos anteriores, siendo de 168,335 meses
(IC 95 %: 126,949-209,720). A los 5 afios de seguimiento la probabilidad de supervivencia de las
pacientes con tumores menores o iguales a 2 cm era del 93 %, del 82 % para los mayores de 2 y

menores o iguales a 5ecm, y de 89 % para los mayores de 5 cm (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Supervivencia global en meses (sgm) segin el tamano tumoral (GTAM).

4.3.3. Relacién entre supervivencia y la afectacion ganglionar

También obtuvimos diferencias significativas entre la supervivencia y la presencia o no de me-
tastasis ganglionares (p = 0,000). La supervivencia media estimada de las pacientes sin afectacion
ganglionar fue de 157,829 meses (IC 95 %: 154,168-161,490) frente a los 161,225 meses (IC 95 %:
149,159-173,290) de las que presentaron de 1-3 ganglios afectados, y de 125,193 meses (IC 95 %
: 105,658-144,728) en el caso de las pacientes con mas de 3 metastasis ganglionares, siendo este

grupo el que presenté los peores datos de supervivencia (Figura 4.13).

4.3.4. Relacién entre supervivencia y la expresiéon de TSP-1 estromal

No encontramos diferencias significativas entre la supervivencia y la expresion o no de TSP-1 en
el estroma. Los casos que mostraron tincion estromal para TSP-1 moderada/intensa tuvieron una

supervivencia media estimada de 93,368 meses (IC 95 %: 83,939-102,797), mientras que se obtu-
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Figura 4.13: Supervivencia global en meses (SG) segin la afectacion ganglionar (GGANGLIOS).

vieron valores ligeramente menores en los casos con tincién débil o ausente, con una supervivencia

media de 95,889 meses (IC 95 %: 90,245-101,533)(Figura 4.14).

4.3.5. Relacién entre supervivencia y la expresiéon de TSP-1 celular

En el caso de la expresion celular de TSP-1, las pacientes que presentaron tincién débil o au-
sente tuvieron mejores datos con una supervivencia media estimada de 94,487 meses (IC 95 %:
89,440-99,535) frente a los 81,778 meses (IC 95 %: 69,256-94,300) de los casos con tincién modera-

da/intensa. Estos datos no mostraron significacion estadistica (Figura 4.15).

4.3.6. Relacién entre la supervivencia, la expresion de TSP-1 estromal

y la afectacion ganglionar

No encontramos diferencias significativas entre la supervivencia global especifica, la afectacion
ganglionar y la expresion o no de TSP-1 estromal(p= 0,87). Los casos con metastasis ganglionares
y que expresaron de forma moderada/intensa TSP-1 en el estroma tuvieron una supervivencia
media estimada de 68,633 meses (IC 95 %: 55,161-82,104). Sin embargo, los que mostraron una
tincion débil/ausente presentaron mejores resultados con una supervivencia media de 89,651 meses

(IC 95%: 81,179-98,124). A los 5 aflos de seguimiento, la probabilidad de supervivencia de las
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Figura 4.14: Supervivencia segtn la expresion estromal de TSP-1 (GTSPE), siendo 1,00 tincion

débil/ausente y 2,00 tincion moderada/intensa.
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pacientes con metéstasis ganglionares y sin expresion estromal de TSP-1 fue en torno al 70 %,

mientras que la de las pacientes TSP-1 estromal positivas no alcanzo el 60 % (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Supervivencia de casos con tincién negativa para TSP-1 estromal segtn la afectacion

ganglionar.

En el caso de las pacientes sin afectacion ganglionar, las que mostraron una tincién débil/ausente
tuvieron una supervivencia media algo menor, de 102,188 meses (IC 95 %: 95,082-109,294), en
comparaciéon con aquellas cuya tincion de TSP-1 estromal fue positiva, con una supervivencia
media de 106,046 meses (IC 95 %: 96,718-115,375). Tanto las que expresaron TSP-1 en el estroma
como las que no lo hicieron mostraron una probabilidad de supervivencia a los 5 afios del 85 %

aproximadamente (Figura 4.17).

4.3.7. Relaciéon entre la supervivencia, la expresion de TSP-1 celular y

la afectacion ganglionar

En los casos con metastasis ganglionares, hubo una mayor supervivencia media para aquellas
pacientes con tumores que no expresaron TSP-1 celular o lo hicieron débilmente, siendo de 86,944
meses (IC 95 %: 79,282-94,605) frente a los 58,400 meses (IC 95 %: 30,962-85,838) de los casos con

expresion celular moderada/intensa (Figura 4.18).
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Figura 4.17: Supervivencia de casos con tincién positiva para TSP-1 estromal segin la afectacion

ganglionar.

Ocurre algo similar en los casos sin metastasis ganglionares, teniendo una supervivencia algo
mayor las pacientes con tumores con expresion celular negativa de TSP-1, con 101,786 meses de
media (IC 95 %: 95,523-108,048), que las que muestran positividad para el marcador con una
supervivencia media de 90,615 meses (IC 95 %: 80,476-100,755) (Figura 4.19). Estos datos no

mostraron significacién estadistica.

4.3.8. Relacién entre la supervivencia y el fenotipo basal

La supervivencia media estimada de las mujeres con fenotipo basal (CK5/6-14 positivas) fue de
85,719 meses (IC 95 %: 65,281-106,158), mientras que la de los casos con estas citoqueratinas nega-
tivas fue de 95,314 meses (IC: 95 %: 90,127-100,501). Estos resultados no fueron estadisticamente

significativos (Figura 4.20).

4.3.9. Relacion entre la supervivencia y el fenotipo luminal

Si obtuvimos diferencias significativas entre la supervivencia y la positividad o no a citoquera-
tinas luminales CK8/18/19 (p = 0,006). Los casos con fenotipo luminal (CK 8/18/19 positivos)

tuvieron una supervivencia media estimada de 96,416 meses (IC 95 %: 91,262-101,571), mientras
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Figura 4.18: Supervivencia (SUP_06) de casos con metastasis ganglionares (X MTX GG = 1)
segin la expresion de TSP-1 celular (GTSPCEL), siendo 1,00 tincién débil/ausente y 2,00 tincion

moderada/intensa.

que en los negativos la supervivencia fue de 67,014 meses (IC 95 % 49,982-84,047). A los 72 meses
de seguimiento la probabilidad de supervivencia de las pacientes con tumores de fenotipo luminal

fue del 73 %, mientras que para los no luminales fue del 46 % (Figura 4.21).

4.3.10. Relacién entre la supervivencia y el fenotipo triple negativo

No conseguimos resultados significativos entre la supervivencia y el fenotipo triple negativo,
definido en nuestro estudio como negatividad simultanea para RE, RP y HER2. La supervivencia
media estimada de aquellos casos que mostraron simultaneamente negatividad para estos marca-
dores fue de 77,195 meses (IC 95 %: 58,777-95,614), mientras que los casos que no cumplieron este
criterio tuvieron una supervivencia media mucho mejor, de 95,509 meses (IC 95 %: 90,262-100,757)

(Figura 4.22).
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Figura 4.19: Supervivencia (SUP_06) de casos sin metastasis ganglionares (X MTX GG = 2)
segun la expresion de TSP-1 celular (GTSPCEL), siendo 1,00 tincion débil/ausente y 2,00 tincion

moderada/intensa.
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Figura 4.20: Supervivencia (SUP_06) de casos segun la expresion de CK 5/6-14 (CK5_ 14 1Y2),

siendo 1 positivo y 2 negativo.
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Figura 4.21: Supervivencia de casos segun la expresion de CK 8/18/19 (GCK81819), siendo 1

positivo y 2 negativo.
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Figura 4.22: Supervivencia (SUP_06) de casos segin la negatividad para RE, RP y HER2

(RE2RP2HER1), siendo 1 los casos negativos en los tres marcadores y 2 en el caso contrario.
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Capitulo 5

Discusion

El cancer de mama es el cancer méas frecuente en las mujeres y su principal causa de muerte
por cancer a nivel mundial. A pesar del avance en los métodos de screening que han facilitado el
diagnéstico precoz de esta enfermedad maligna y el desarrollo de nuevas terapias més avanzadas,
la tasa de incidencia y de mortalidad sigue aumentando, hasta un 20 % y un 14 % respectivamente
desde 2008 a 2012 [1, 2]. Por ello, se contintan estudiando los diferentes factores implicados en
la biologia de este tipo de cancer e intentando descubrir las diferentes dianas sobre las que poder

actuar para llegar a la curaciéon de esta enfermedad.

Uno de las 4reas ampliamente estudiada para conocer la biologia tumoral desde hace anos es
la angiogénesis tumoral, ya que la angiogénesis que da lugar a la microvascularizaciéon tumoral ha
demostrado ser crucial para el crecimiento de los tumores sélidos y su diseminacién metastasica
[222, 223]. El cancer de mama fue objeto del estudio pionero de Weidner et al. en 1991 [224] sobre
el significado de la angiogénesis en la evolucion clinica, y posteriormente ha sido uno de los tumores
mas estudiados en este aspecto. La mayor parte de los estudios han encontrado relacién entre un
nivel elevado de vascularizacion y la existencia de metastasis en ganglios linfaticos y a distancia,
confirmando el caracter predictor de metastasis de la densidad microvascular (DMV). Asimismo,
la gran mayoria de las series encuentran una relacién positiva entre la DMV y la evolucion de
los pacientes, tanto en cuanto a supervivencia libre de enfermedad como a supervivencia global.
Ademas, si se compara con otras variables, en gran parte de los estudios se ha observado un
caracter de pronostico independiente [225, 226]. No obstante, el valor prondstico es méas evidente
en pacientes con ganglios no afectados, ya que cuando se consideran los carcinomas de mama
en su conjunto los resultados son mas contradictorios. Un meta-anélisis realizado en 2004 por B.

Uzzan et al. confirma la existencia de una relaciéon inversa entre angiogénesis, valorada mediante
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DMV, y supervivencia, concluyendo que el cancer de mama es angiogénico-dependiente [227].
La angiogénesis tumoral depende del equilibrio entre la actividad de los factores proangiogénicos
y los antiangiogénicos. Actualmente, VEGF es el factor angiogénico mas estudiado en cuanto
a su significado clinico. Como se apunté anteriormente, induce la neoangiogénesis estimulando
la proliferacién, permeabilidad y migraciéon capilar como respuesta a distintos factores como la

hipoxia, ciertas citoquinas, p53 mutado, alteraciones del gen VHL y estradiol [62, 63].

Por otro lado, la TSP-1 se considera un inhibidor natural de la angiogénesis. Se han realizado
multiples estudios donde se demuestra su poder antiangiogénico en diferentes tipos de tumores
como en el carcinoma colo-rectal, gastrico, carcinomas de piel o en el glioblastoma [183, 161, 191,
192, 193, 194]. Como consecuencia de esta actividad, TSP-1 puede frenar el crecimiento tumoral y
el desarrollo de metastasis [148]. Pero a pesar de estos hallazgos, su papel en la progresion tumoral
no sigue estando claro, ya que otros estudios han obtenido resultados totalmente opuestos, en
los que esta proteina podria favorecer la angiogénesis en diferentes estirpes tumorales, entre ellos
el cancer de mama [198, 199, 200, 201, 202]. Aunque la mayoria de las investigaciones apoya su
funcion antiangiogénica en el cancer de mama, existen varias publicaciones en las que parece actuar
de forma contraria, como por ejemplo el estudio de Byrne et al. en la que se relacionan niveles
plasméticos de TSP-1 con la progresion de la enfermedad, encontrandose mas elevados en las
pacientes con cancer metastasico, observindose asi que los niveles elevados se relacionan con una
mayor densidad microvascular intratumoral [210]. Yee et al. también observaron niveles plasmaticos
maés altos en pacientes con tumores avanzados que en estadios tempranos [218] y el estudio de Hyder

et al. relaciona un posible efecto angiogénico de la TSP-1 inducida por los estrogenos [212].

Cuando se ha estudiado la expresion de TSP-1 en el tejido mamario, se ha demostrado que
sus niveles se encuentran elevados en las patologias malignas, localizdndose principalmente en el
estroma de los carcinomas invasores no especificos, sobre todo en las areas de desmoplasia, y
también en las células tumorales de los carcinomas lobulillares [206]. Por el contrario, sus niveles
son bajos en la patologia benigna y minimos o nulos en el tejido mamario normal [207]. Esto hace
pensar que la TSP-1 esta relacionada y puede favorecer la transformaciéon maligna de la mama.
En nuestro estudio, la mayor parte de los tumores analizados mostraron una tinciéon de TSP-1
ausente o débil tanto en el estroma como en las células tumorales, aunque el niimero de casos que
presentaron una tincion moderada/intensa de TSP-1 estromal fue mayor que el de tincion celular
(29,3 % frente al 7,6 %), lo que coincide con los hallazgos en los que se observa que la proteina esta
presente principalmente en el estroma, mientras que las células tumorales es menos frecuente que

la expresen.
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Evaluamos también la presencia de TSP-1 segun los distintos tipos histologicos y este caso la
tendencia fue la misma, la mayoria de los casos fueron negativos para la tincién estromal en los
diferentes tipos histologicos (invasor no especifico, lobulillar, mucinoso, mixto, medular, tubular,
in situ), exceptuando los casos de carcinoma papilar, siendo el tnico tipo histologico de nuestro
estudio en el que son mas numerosos los casos con tincion estromal moderada/intensa que los
de tincion ausente/débil (66,7 % y 33,3 %, respectivamente). En cuanto a la tincion celular, los
resultados fueron similares, siendo negativa TSP-1 en todos los tipos histologicos, aunque en los
mucinosos encontramos méas nimero de casos que expresan TSP-1 celular (55,6 % negativos y
44.4 % positivos), siendo ademés el anico tipo histologico donde se expresa con mayor frecuencia
TSP-1 celular que estromal (44,4 % frente al 22 %). Los casos de carcinoma medular, tubular e in

situ no mostraron tincion para TSP-1 ni estromal ni celular.

Como se ha mencionado anteriormente, en varios estudios previos, como los de Wong et al. y
Clezardin et al. [206, 207], se observo que en los carcinomas lobulillares TSP-1 se expresaba con
mas intensidad en las células tumorales que en el estroma, mientras que en el carcinoma invasor no
especifico era principalmente una tincién estromal y no se observaba expresion celular. Sin embargo
en nuestra serie, tanto los carcinomas invasores no especificos como los lobulillares mostraron mas
expresion estromal que celular(30,3 % frente al 6,6 % en los invasores no especificos y 29,2 % frente

al 8,3 % en los lobulillares, respectivamente).

En su estudio Wong et al. también describen que la expresion de TSP-1 se incrementa cuanto
peor es la diferenciaciéon del tumor, encontrando los niveles mas altos en las lesiones pobremente
diferenciadas [206]. En nuestra investigacion, aunque los hallazgos no alcanzan la significacion esta-
distica, se acercan a ella y podemos observar que los tumores que expresaron TSP-1 estromal fueron
en su mayoria de grado 2 (55,8 %) y en su minoria de grado 1 (7,8%). Los tumores pobremente
diferenciados (grado 3) mostraron un porcentaje importante de tincion positiva estromal (36,4 %),
siendo més numerosos que los casos de grado 3 que no la expresaron (22,9 %). Esta diferencia fue
mayor en los casos con afectacion ganglionar donde el 35 % de las lesiones que expresaron TSP-1
estromal fueron de grado 3, mientras que so6lo lo fueron un 18 % de las que no mostraron tincion.
Por otro lado, en nuestro estudio no se cuantific6 el nivel de TSP-1 por lo que no podemos saber

si los casos de grado 3 tenfan niveles mas altos que los demés tumores.

Los resultados fueron parecidos en la evaluacién de la tincion celular de TSP-1, presentando
un porcentaje similar de casos con tincion positiva que fueron de grado 3 (37,5 %). Pero se observo
una salvedad, cuando se valoré la expresion de la proteina en las células tumorales de los casos que

presentaban metéstasis ganglionares, y por tanto mas agresivos, la mayor parte de las lesiones que
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expresaban fuertemente TSP-1 fueron de grado 3, representando el 83,3 % de todos los casos, y no
se encontr6 ningun caso de grado 1. Sin embargo, no podemos establecer claramente una relacién

porque los resultados no fueron estadisticamente significativos.

El papel de TSP-1 en la metastasis tumoral es controvertido ya que se ha propuesto que esta
proteina puede tener tanto propiedades prometastésicas como antimetastéasicas. Por un lado se cree
que puede estar implicada en diferentes puntos del proceso metastésico mediante interacciones de
las células malignas con la matriz extracelular, el endotelio o las plaquetas circulantes [228, 229].
Por otro lado, el estudio de Yee et al. encontré que la TSP-1 inhibe la angiogénesis y el crecimiento
tumoral en el microambiente del tumor en la mama pero promueve la metastasis hacia el pulméon
[218]. Toachim et al. realizaron un estudio en 2012 en el que se observaron una expresion muy baja
de TSP-1 estromal en relacion con la afectacion ganglionar apoyando su papel como inhibidor de
la metastasis tumoral [230]. Sin embargo, en nuestro estudio, al igual que en otros anteriores como
el de Bertin et al. y Wang-Rodriguez et al. [208, 231], no se encuentra ninguna correlacion entre
la expresion de TSP-1 y el estado ganglionar en el cancer de mama . En nuestro caso fueron mas
numerosas las lesiones con tincién positiva y sin metastasis, sobre todo las que expresaron TSP-1
en las células tumorales que supusieron el 70 % de los casos frente al 59 % correspondiente a las que
presentaron tincion estromal, pero no alcanzaron significacion estadistica, por lo que no podemos

determinar una posible tendencia antimetastasica.

En el estudio de supervivencia se aprecia que los casos que muestran tincion positiva para TSP-
1 estromal y celular, ya sea con o sin metastasis, tienen una peor supervivencia media que los casos
negativos para TSP-1, con una excepcion, los tumores TSP-1 estromal positivos y sin metéastasis
ganglionares fueron los que registraron una mejor supervivencia media de 106,046 meses, mientras
que los tumores con TSP-1 celular positiva y con metastasis fueron los de peor supervivencia con

58,400 meses de media. Sin embargo, estos resultados no fueron estadisticamente sigificativos.

Nuestro estudio es uno de los primeros en valorar la expresion de TSP-1 en relacién con los
fenotipos luminal y basal, definidos por la expresiéon inmunohistoquimica de citoqueratinas CK
8/18/19y CK 5/6 o CK 14, respectivamente. Asi, observamos que los tumores de fenotipo luminal
mostraron en su mayoria una tincién débil o ausente tanto para TSP-1 estromal como celular,
sin ser valores significativos. Por otro lado, los basales fueron en un mayor porcentaje positivos
para TSP-1 estromal (57,1 %), alcanzando este resultado significacion estadistica (p=0,005). Sin
embargo, en cuanto a la tincion en las células tumorales, es mas frecuente la ausencia de tincion
en el fenotipo basal (81 %), aunque pudimos comprobar un porcentaje mayor de casos con tincion

positiva para TSP-1 celular en las lesiones que expresaban CK 5/6 o CK 14 que en las que no
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las expresan (19% y 7 %, respectivamente), siendo valores significativos (p=0,02), y encontrando
que esta diferencia fue un poco mayor cuando valoramos los casos con afectacion ganglionar (20 %
con CK 5/6 o CK 14 y TSP-1 celular positivas, frente al 3,8 % con citoqueratinas negativas y
TSP-1 positiva, obteniendo una p=0,02). Atendiendo a estos resultados, parece que los tumores
de fenotipo basal expresan con mas frecuencia TSP-1 en el estroma pero no lo hacen en las células
tumorales, donde comtnmente esté ausente. Aunque el nivel de expresion de TSP-1 celular en los
tumores de fenotipo basal es bajo, es algo mayor que en los que no expresan CK 5/6 o CK 14. Esto
se podria explicar por el hecho de que las células basales/mioepiteliales de la mama se caracterizan
por expresar CK 5/6 y CK 14 y por presentar en su superficie al CD51. Clezardin et al. describieron
al CD51 o integrina alphav como un receptor superficial de TSP-1 que se localiza en las células
mioepiteliales de los ductos no lactantes, asi como en las células endoteliales y las musculares lisas.
En el carcinoma, la expresion de CD51 es variable pero cuando estd presente es mas abundante
en las células de la periferia, mas relacionadas con el estroma [207]. De esta forma suponemos que
los carcinomas de fenotipo basal podrian expresar con mas frecuencia TSP-1 que los luminales,
probablemente inducido por CD51. De estos hallazgos podriamos deducir que la expresion de TSP-
1, principalmente en el estroma tumoral, parece asociarse con lesiones més agresivas y con mayor
poder metastasico, lo que podria significar un efecto favorecedor de la progresion tumoral de esta
proteina en estos tumores.

El cancer de mama triple negativo se define mediante inmunohistoquimica como un subtipo
caracterizado por la pérdida de expresion de receptores de estrogenos, progesterona y HER2. Hay
numerosas similitudes entre los cénceres de mama triple negativo y los de fenotipo basal, sin
embargo estos dos términos no son sinénimos. Los tumores triple negativo suelen representar el
10-17 % de todos los carcinomas de mama y afectan con mayor frecuencia a mujeres mas jovenes
(<50 anos), con méas prevalencia en afroamericanas y son significativamente més agresivos que
tumores de otros subtipos moleculares, siendo normalmente lesiones de alto grado histolégico y con
gran potencial metastasico, sobre todo a 6rganos viscerales y sistema nervioso central [232, 233|.
Muestran un pico de recurrencia entre el primer y el tercer ano tras el diagnostico y la mayoria de
las muertes ocurren en los primeros 5 afios tras el tratamiento [234, 235|. Las pacientes con tumores
triple negativo tienen una supervivencia mas corta tras la primera metastasis cuando se comparan
con controles no triple negativo [236], siendo uno de los principales problemas para el manejo de

estos tumores el hecho de que sélo se dispone de la quimioterapia como tnico tratamiento sistémico.
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Teniendo en cuenta la mayor agresividad de estos tumores, en nuestro trabajo se relacioné a
aquellos casos que mostraron negatividad simultaneamente para RE, RP y HER2 con la presencia
o no de expresion de TSP-1, tanto celular como estromal, sin encontrar diferencias significativas al

compararlos con los tumores que no cumplian los requisitos inmunohistoquimicos de tiple negativo.

El estado de los receptores hormonales (la presencia de receptores de estrogenos, RE, y/o
de progesterona, RP) conlleva implicaciones pronosticas y predictivas en el cancer de mama. Ha
sido usado para tomar decisiones terapetticas, sin embargo, y aunque se han incluido entre las
caracteristicas determinantes de subgrupos pronosticos, la mayoria de los estudios han mostrado

que la presencia de RE y/o RP no tiene un impacto pronostico muy importante.[237, 238].

El papel fundamental de los receptores hormonales, quizas sea como factores predictivos de
respuesta a la terapia hormonal. Mas del 50 % de tumores con receptores hormonales positivos
responderdn al tratamiento hormonal, frente al 10 % de tumores negativos. Numerosos estudios
han confirmado que el periodo libre de enfermedad y la media de supervivencia son mayores en
pacientes con receptores positivos y un grupo importante de estudios lo atribuyen al tratamiento
hormonal adyuvante y no considera a estos tumores de mejor prondstico con largo seguimiento
[239, 240]. Sin embargo, estudios mas recientes, como el de Blows y el de Cheang, han encontrado
una mejor supervivencia en pacientes con receptores hormonales positivos, independientemente del

tratamiento [241, 242].

En el presente estudio se ha intentado determinar la existencia de alguna relacién entre la
presencia de los receptores hormonales y la expresiéon de TSP-1. En nuestra serie, la mayoria de los
casos muestran positividad para RE y no expresan TSP-1 en el estroma. Por otro lado, observamos
que dentro de los tumores positivos para TSP-1 estromal, aunque la mayoria expresan RE, existe
un mayor porcentaje de casos RE negativos en comparaciéon con los tumores que no expresan
TSP-1 estromal, alcanzando significacion estadistica. En el caso de la expresion de TSP-1 celular
la tendencia es similar, siendo mas frecuentes los casos RE positivos y TSP-1 negativos, aunque
sin encontrar mayor porcentaje de casos RE negativos dentro de los tumores que expresan TSP-1,
si bien aqui los resultados no alcanzan la significacion estadistica. El hecho de encontrar un mayor
porcentaje significativo de casos RE negativos en los tumores que expresan TSP-1 estromal que
dentro del grupo que no muestran TSP-1 puede estar en concordancia con el estudio de Suh et al.
en el cual encontraron niveles plasméaticos de TSP-1 més altos en los canceres que no expresaban
RE, por lo que se relacionaban con tumores que presentaban un comportamiento mas agresivo
[211] y se podria pensar en la TSP-1 como una proteina favorecedora de la progresion tumoral.

Por el contrario, los estudios de Hyder et al. presentan la posibilidad de que los estrogenos acttien
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como reguladores de la acciéon de la TSP-1 sobre las células cancerigenas mamarias humanas,
favoreciendo su sintesis por parte de las células tumorales y promoviendo su actuacién como factor
angiogénico, lo que conllevaria a la proliferacion celular y a la progresion tumoral [212]. En nuestro
estudio no obtenemos resultados que puedan apoyar esta teoria, ya que la presencia de RE no se

relaciona con una mayor expresion de TSP-1, tanto estromal como celular.

En cuanto a los receptores de progesterona obtenemos resultados similares, sin alcanzar la
significacion estadistica, observandose también la tendencia de existir un mayor porcentaje de casos
RP negativos en tumores que expresan TSP-1 estromal que los que no lo hacen, sin encontrar esta
diferencia en la TSP-1 celular. Si observamos un hecho que se acerca a ser significativo y es que
en los casos sin afectacion ganglionar existe un mayor porcentaje de casos RP negativos en los
tumores que no expresan T'SP-celular en comparaciéon con los que si lo hacen, al contrario de la

tendencia observada en relacién con la expresion de RE.

En nuestra serie de casos y segin los resultados obtenidos no parece que la presencia de recep-

tores hormonales influya en la expresion de TSP-1.

La sobreexpresion de HER2/neu ocurre en un 25-30 % de los cénceres de mama y se asocian
a una enfermedad més agresiva y de peor prondstico. La amplificacion de este gen exacerba la
proliferacién tumoral, migracion, metastasis y angiogénesis. En la practica clinica, es necesaria
la deteccion de la amplificacion de este oncogén para seleccionar a las pacientes candidatas a la
terapia contra HER2/neu con el anticuerpo monoclonal recombinante trastuzumab (Herceptin).
Herceptin juega un papel nuevo en las terapias antiangiogénicas en el cdncer de mama ya que se
han realizados estudios en los que induce la normalizacién y regresiéon de la vascularizaciéon en un
tumores de mama experimentales que sobreexpresan HER2 /neu en ratones. Funciona modulando
los efectos de los diferentes activadores e inhibidores de la angiogénesis, activando a los inhibidores,
como por ejemplo a la TSP-1, y reduciendo a los activadores angiogénicos, como por ejemplo a
VEGF. La disminucion de la expresion de HE2/neu se asocia con la regulacion positiva de TSP-1
[217]. Y es que HER2 parece jugar un papel importante en la angiogénesis del cancer de mama.
Segin el estudio realizado por Wen et al. las senales de HER2 regulan tanto factores pro- como
antiangiogénicos en las células del cAncer de mama. La activacion de la senal de HER2 incrementa la
produccion de los factores proangiogénicos VEGF e IL-8 a través de la via PI3K-AKT y disminuye
la del factor antiangiogénico TSP-1 a través de la via p38 MAP kinasa. Al contrario, la inhibicion
de las sefiales de HER2 disminuyen la producciéon de VEGF e IL-8 y aumentan la de TSP-1. Asi,
se ha descrito que anticuerpos antiHER2 como el trastuzumab pueden disminuir la expresiéon de

VEGF en las células cancerigenas que sobreexpresan HER2 [213, 214, 215, 216]. Por otro lado, el
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tratamiento con trastuzumab favorece la expresion de TSP-1 [214] lo que contribuye a la inhibicién

de la angiogénesis y del crecimiento tumoral.

En 2013 Hong et al. realizaron un estudio donde observaron dos patrones de expresion de
TSP-1, estromal y tumoral, y los correlacionaron con la expresion de HER2/neu y la angiogénesis.
Encontraron que la alta expresion de HER2 /neu se relacionaba con una expresion baja de TSP-1
en las células tumorales, mientras que esto coexistia con una expresion alta de TSP-1 en el estroma
de alrededor (sobre todo en areas de desmoplasia)y esto inducia una mayor angiogénesis. Estos
hallazgos apoyan la hipdtesis de que HER2/neu puede aumentar la angiogénesis tumoral, por lo
menos en parte, disminuyendo la expresion de TSP-1 en las células tumorales, y de este modo
provocando una importante reacciéon estromal como compensaciéon que lleva al incremento de la
angiogénesis. Por tanto, la combinaciéon de Herceptin y tratamientos antiangiogénicos puede tener
efectos sinérgicos antitumorales en la sobreexpresion de HER2/neu en las pacientes con cancer de
mama [217]. En un estudio de Bertin et al. la presencia de TSP-1 s6lo en zonas de desmoplasia,

no la expresion total de la misma, se correlacionaba también con el estado angiogénico.

En nuestro estudio, al igual que en el de Hong et al., valoramos la expresiéon estromal y en las
células tumorales de TSP-1 y su posible relacion con la expresion de HER2. De nuestra serie, los
casos HER2 positivos mostraron en un mayor porcentaje expresion estromal de TSP-1, alcanzando
significacion estadistica (p=0.05). Asimismo, con una p=0,01, aquellos casos HER2 positivos y
ademés con metastasis ganglionares, también encontramos un mayor porcentaje de positividad
estromal para TSP-1 (58,3 %). Por el contrario, practicamente todos los casos HER2 positivos no
expresaron TSP-1 celular. Estos hallazgos coinciden con los descritos anteriormente por Hong, en
los cuales la expresion de HER2 se relaciona con una alta expresion estromal de TSP-1 y con una
baja expresion de la misma en las células tumorales. Asi, observamos cierta tendencia a la presencia
de TSP-1 estromal en tumores mas agresivos, relacionandose mas con un efecto angiogénico por

parte de TSP-1 en el estroma.

Ki67 es un marcador de proliferacion que se expresa en todas las fases del ciclo celular (G1,
S, G2 y M), excepto en la fase GO [243]. Es una proteina nuclear grande que se cree se encuentra
involucrada en funciones celulares tales como la regulacion del ciclo celular, el procesamiento del
ARN ribosomico y la organizaciéon del ADN, y que también juega un papel estructural dentro del
ntucleo. Los pacientes con expresion alta de Ki67 suelen tener un peor curso clinico en gran variedad
de patologias malignas, tales como el cancer de mama, sarcomas, linfomas y gliomas [243]. En el
cancer de mama es el marcador de proliferacién mas ampliamente estudiado, existiendo numerosas

investigaciones que han observado una asociacion significativa entre la expresion de Ki67 y el mal
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pronoéstico de la enfermedad, aunque también se han publicado hallazgos opuestos. Ademas, la
distincion entre los subtipos moleculares intrinsecos luminal A y luminal B se basa principalmente
en su expresion, ya que los segundos se asocian a la expresion de genes asociados con la proliferacion

y por tanto se caracterizan por presentar niveles altos de Ki67 [244].

Asimismo, se ha propuesto que Ki67 pueda jugar un papel predictivo en el carcinoma de mama.
Nitz et al. observaron que la incorporaciéon de agentes quimioterapicos en el tratamiento adyuvan-
te de los tumores RE positivos con elevada expresion de Ki67 mostré beneficios en términos de
supervivencia, aunque estos datos requieren una evaluacién méas a fondo [245]. La disminucion de
la expresion de Ki67 se ha usado como un marcador farmacodinamico de respuesta al tratamiento
hormonal neoadyuvante. En este contexto, la expresion de Ki67 junto al tamano tumoral, el es-
tado de los ganglios y la expresion de RE, se han usado como marcadores de resultados a largo
plazo y como criterios para la seleccion de pacientes para quimioterapia adyuvante postoperatoria
tras tratamiento hormonal neoadyuvante. Se ha observado también que niveles bajos de Ki67 al
diagnostico indican que se trata de tumores que improbablemente se beneficien del tratamiento
hormonal neoadyuvante, y por tanto estos niveles se han usado como criterio de exclusion para este
tipo de tratamiento. Asi como existen datos consistentes sobre Ki67 como marcador prondstico,
actualmente, los datos sobre su posible rol predictivo todavia son escasos y se requieren estudios

mas extensos [244].

En nuestra serie la mayorfa de los casos presentaron un indice de proliferacion bajo (Ki67<10 %).
Pero pudimos observar que dentro del grupo de tumores con expresiéon positiva para TSP-1, tanto
estromal como celular, existe un mayor porcentaje de casos con un Ki67 alto (>30 %). Esta tenden-
cia se acerca a la significacion estadistica (p=0,06) en el caso de los tumores que expresan tincién
estromal de TSP-1 y con afectacion ganglionar, donde también se observa un porcentaje mayor de
casos con Ki67 elevado que en los tumores negativos para TSP-1 (33,3 % frente al 17,10 %). Asi,
apreciamos una cierta tendencia por parte de los tumores que expresan TSP-1 a presentar con mas
frecuencia un indice proliferativo alto que los tumores que no la expresan, y por tanto tratarse
més a menudo de canceres con mayor agresividad y peor pronostico, aunque no disponemos de

datos significativos.

La proteina p53 es un factor de transcripcion codificado por el gen de supresion tumoral p53,
cuya mutacion es la alteracion genética mas frecuente en el cancer humano. La p53 de tipo salvaje
normal (wt-p53) lleva a cabo varias funciones importantes en la integracion celular y en el control
de la estabilidad genomica, siendo capaz de frenar la proliferacién de células con ADN danado

mediante la detencion del ciclo celular o activando la apoptosis [220]. De esta forma impide la
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progresion tumoral. Las mutaciones del gen pb3 o la elevada acumulaciéon de la proteina p53
mutada se asocian a un peor desarrollo en una gran variedad de enfermedades malignas, incluyendo
el carcinoma de mama [246]. Cerca de un tercio de los carcinomas de mama presentan mutaciones
en el gen ph3, lo que estd asociado con un grado histologico alto y una progresion rapida de la
enfermedad [247]. También se ha propuesto que la proteina p53 se encuentra involucrada en la
regulacion de la angiogénesis y en la expresion de VEGF. Un estudio de Linderholm et al. encontro
una asociaciéon entre la expresion de la proteina p53 alterada y el incremento de la expresion de
VEGF en los carcinomas de mama, relacionandolo con un pobre pronostico en estas pacientes [246].
Por otro lado, también se ha descrito que la p53 salvaje puede aumentar la expresion de TSP-1,
actuando como inhibidor de la formacién de nuevos vasos, y por tanto la p53 puede de esta forma
intentar neutralizar el crecimiento de tumores establecidos|[219]. Estos datos apoyan la hipotesis
de que el gen de supresion tumoral p53 puede regular, al menos en parte, la actividad angiogénica

tumoral.

Se ha descrito una correlacion inversa entre TSP-1 y la sobreexpresion inmunohistoquimica de
p53 en una gran variedad de tejidos malignos, incluyendo cénceres de vejiga, colorrectal, ovarico
y de prostata. Linderholm en 2004 intenté determinar una asociacién entre la expresion de TSP-
1 y el estado de la p53 en el cadncer de mama, pero no encontr6é ninguna relacién entre ellos, asf
como tampoco con la expresion de VEGF y la supervivencia de las pacientes [220]. Aunque nuestros
resultados no son estadisticamente significativos, observamos que los tumores positivos para TSP-1
estromal muestran mayor porcentaje de casos con expresion de p53, comparandolos con los tumores
que no muestran positividad estromal para TSP-1 (22,7 % frente al 15,3%). Ocurre lo contrario
cuando analizamos la tincion de TSP-1 en las células tumorales, donde hay més porcentaje de

casos que expresan pb3 dentro de los tumores negativos para TSP-1 que en los positivos.

VEGF es el factor angiogénico mas importante hasta el momento. Su expresion contribuye
directamente a un peor pronodstico y a la tendencia de metéastasis en diferentes tumores solidos,
entre ellos en el carcinoma de mama [70], donde varios estudios previos retrospectivos han evaluado
y confirmado su valor prondstico [248, 249, 250, 251, 252]. En el cancer de mama se ha descrito
la sobreexpresion de VEGF y sus niveles elevados en el tejido tumoral se han asociado a un
incremento de la densidad microvascular, a mayores recurrencias del carcinoma [253] y a un menor
periodo libre de supervivencia en pacientes con carcinomas de mama en estadio temprano [254].
En este estudio se ha intentado determinar la existencia de alguna relacion entre TSP-1 y VEGF,
sin apenas alcanzar resultados significativos. Tanto los casos con expresion estromal y celular de

TSP-1 como los negativos, expresan en su mayoria VEGF, observandose un mayor porcentaje
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de casos VEGF negativos en los tumores con tincion moderada/intensa para TSP-1 que en los
que no la expresan. Estos resultados, aunque se acercan, no alcanzan significaciéon estadistica.
Si que obtenemos resultados significativos cuando s6lo analizamos la expresion de TSP-1 en el
estroma tumoral en pacientes sin metastasis ganglionares. En este caso, siguen siendo mayoria los
casos que expresan VEGF pero aunque los casos positivos para VEGF son en su mayor parte
negativos para TSP-1, en los tumores que no muestran VEGF no se observan diferencias, con el
50 % de los casos negativos o positivos para TSP-1 estromal. En muchas publicaciones se refleja
que la actividad angiogénica de un tumor es, en cierto modo, el resultado del equilibrio entre los
factores pro- y antiangiogénicos, y la alteraciéon de ese equilibrio neto puede ser debida tanto al
descenso en la actividad de los inhibidores naturales como a un incremento de los factores de
crecimiento angiogénicos [255, 226]. En nuestro trabajo, el hecho de que los tumores expresen en
su mayoria VEGF y a la vez sean negativos para TSP-1, estaria a favor de un desequilibrio entre
factores angiogénicos y antiangiogénicos en estos tumores, lo que favoreceria la creacién de neovasos

tumorales.

Ademaés del estudio de la expresion de TSP-1 y su relaciéon con diferentes factores clinico-
patologicos, también analizamos la pertenencia de nuestros casos a los fenotipos basal y luminal,
basado en la expresion inmunohistoquimica de CK 5/6 o CK 14 y CK 8/18/19, respectivamente,

y su relacion con los mismos factores clinico-patolégicos anteriormente citados.

El carcinoma de mama se ha clasificado usando el anéalisis de expresion génica en cinco subtipos
principales : luminal A, luminal B, subtipo con sobreexpresion de HER2/neu, basal-like y mama
normal-like. Estos subtipos se diferencian en términos de desarrollo de la enfermedad de la paciente,
supervivencia libre de enfermedad y total, pronostico, respuesta al tratamiento y raza o etnia. Pero
debido al alto precio de los estudios de perfil genético, no se usan en la préactica médica cotidiana.
Para ello, se ha desarrollado un panel inmunohistoquimico que nos permite diferenciar entre los
diferentes subtipos. Aunque todavia no existe consenso sobre cuél es el mas adecuado, la mas
usada es la clasificacion simple basada en la expresién de RE, RP y HER2/neu. Esta presenta las
siguientes caracteristicas: luminal A RE+ y/o RP+ y HER2/neu -, luminal B RE+ y/o RP+ y
HER2/neu +, basal-like RE-, RP- y HER2/neu-, subtipo con sobreexpresion de HER2 /neu RE-,
RP- y HER2/neu +, y el normal o triple negativo no basal RE-, RP-, HER2-, que ademas no

expresa marcadores basales [256].

Los carcinomas de fenotipo basal son los menos frecuentes y més agresivos. Suelen tener un alto
grado nuclear, alto grado histologico y elevado indice mitosico [257]. Ademas, se suelen relacionar

con una mayor prevalencia de tipos histolégicos més agresivos, como por ejemplo carcinomas de
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alto grado metaplasicos, anaplasicos e indiferenciados [258]. En nuestro estudio de supervivencia
se evidencid que los casos con fenotipo basal presentaron una peor supervivencia, siendo de 85,719

meses de media frente a los 96,416 meses de los tumores con fenotipo luminal.

Al relacionar los tumores de fenotipo basal (CK 5/6 o CK 14 positivos) con los diferentes tipos
histologicos, se observo que la mayoria eran de tipo invasor no especifico (85,7 %), siguiendo la
tendencia general y sin encontrar diferencias significativas con aquellos casos de fenotipo no basal.

Asi que en nuestro estudio no encontramos una mayor relacion con tipos histologicos mas agresivos.

Si que encontramos una relacion significativa con el grado histologico (p= 0,000) siendo los
tumores con fenotipo basal en su mayorfa pobremente diferenciados (78,9 %), el 21,1 % restante
moderadamente diferenciados y no encontrando en nuestra serie ningin caso bien diferenciado. Al
compararlo con los tumores que no fueron positivos para CK 5/14, vimos que estos ultimos eran
mayoritariamente de grado 2 (66 %). Estos resultados concuerdan con lo descrito en la literatura

sobre que los carcinomas de fenotipo basal suelen ser de alto grado histologico [258].

A pesar de que los tumores basales son més agresivos, la mayoria de previos describen una menor
incidencia de afectacion ganglionar de este tipo de tumores en comparacion con el resto de fenotipos,
siendo el rico en HER2 el que se asocia a una mayor prevalencia de metastasis ganglionares [33].
En nuestro caso, no encontramos una relacion significativa en cuanto a la afectacion ganglionar,
obteniendo un ntimero parecido de casos con y sin afectacion ganglionar tanto en los tumores que

expresan CK 5/14 como en los que no lo hacen.

Los tumores de fenotipo basal, aunque no siempre, en su mayoria no expresan receptores hor-
monales. Esto lo describen numerosos estudios como los de Arrechea (2011), Lips (2013), Livasy
(2006) y Nielsen (2004)([28, 29, 31, 30|, y nuestros resultados estan en concordancia con la litera-
tura ya que el 85,7 % de nuestros casos positivos para CK 5/14 son negativos tanto para receptores

de estrogenos como de progesterona, con una significaciéon estadistica de p=0,000.

Asimismo, la mayoria de estos tumores no muestran sobreexpresion de HER2 (80 %) pero sin
diferencias significativas con los casos que no marcan para CK5/14, ya que estos tampoco lo
expresan (88,1 %). Solo observamos que el porcentaje de casos basales que expresan HER2 es algo

mayor que en los tumores no basales (20 % frente al 11,9 %).

Como se ha comentado anteriormente, hay numerosas similitudes entre los canceres de mama
triple negativo y los de fenotipo basal, sin embargo estos dos términos no son sinénimos. Aunque la
mayoria de los casos triple negativos son de fenotipo basal y la mayoria de los tumores que expresan
marcadores basales son triple negativos, no todos los canceres basales determinados mediante

expresion génica pierden la expresion de RE, RP y HER2, y por otro lado, no todos los triples
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negativos muestran un fenotipo basal mediante analisis de expresion de arrays [259, 260, 261]. En
nuestra serie, el 65 % de los casos basales no expresan RE ni RP ni HER2, por lo tanto son triple
negativos, siendo una relacion significativa (p=0,000) y por tanto apoyando el hecho de que la

mayoria de los canceres basales son triple negativos.

También encontramos una relacion significativa con el indice de proliferacion (p=0,006), obser-
vando que el 55,6 % de los tumores basales de nuestro estudio muestran un Ki67>30, por tanto
un indice de proliferacion alto. El 33,3 % presenta un indice bajo y el 11,1 % moderado. Por otro
lado, aquellos casos que no expresan CK5/14 tienen en su mayoria un indice de proliferacion ba-
jo (58,9%). Estos resultados estan en concordancia con lo descrito en la literatura sobre la alta

agresividad de los canceres basales y su tendencia a mostrar un el alto indice proliferativo [258].

Al analizar la relacion de tumores basales con la sobreexpresion de la proteina p53, aunque hay
un mayor numero de casos pb3 negativos, observamos un porcentaje bastante elevado de tumo-
res basales que expresan pb3, siendo del 45 %, mientras que sblo lo hace un 15 % de los tumores
negativos para citoqueratinas basales (p=0,001). Si que aparece una relacién positiva cuando te-
nemos en cuenta solo a las pacientes con afectacion ganglionar. En este caso, la mayor parte de
los tumores basales expresan p53 (p=0,001). Por ello, parece que existe una cierta tendencia a
que los cénceres basales se relacionen con la sobreexpresion de la proteina pb3 o la mutacion del
gen correspondiente, lo cual se vincula con tumores més agresivos y de peor pronoéstico. Estos
resultados también coinciden con lo descrito en numerosas investigaciones previas donde se pone

de manifiesto la prevalencia de los tumores de fenotipo basal a presentar mutaciones del p53 [262].

En cuanto a la expresion de VEGF, la mayoria de los tumores de fenotipo basal son positivos
para VEGF, aunque nuestros resultados no son significativos cuando analizamos la totalidad de
los casos, si lo son cuando estudiamos s6lo a las pacientes que no presentaron metastasis ganglio-
nares (p=0,034). En este caso, aunque también expresaron en su mayoria VEGF, observamos un
mayor porcentaje de casos negativos para VEGF en comparacion con los tumores que no expresan
citoqueratinas basales. Aun asi, en general no encontramos diferencias significativas en cuanto a
la expresion de VEGF segun el fenotipo, ya que los tumores que no expresan las citoqueratinas

basales también son positivos para VEGF en su mayor parte.

Al igual que con el fenotipo basal, valoramos los casos que presentaron positividad para CK
8/18/19 y por tanto considerados clasicamente de fenotipo luminal, y los relacionamos con el resto
de marcadores y factores clinico-patologicos. Los tumores luminales se caracterizan por mostrar una
alta expresion de RE, tienen indices de proliferacion bajos, tienden a ser de bajo grado histologico,

y tienen el mejor pronodstico, aunque el subtipo luminal B a menudo es de mayor grado, con indice
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proliferativo méas alto y de peor prondstico que el luminal A [262].

La mayoria de nuestros casos fueron de tipo invasor no especifico y de fenotipo luminal (163
de 267), pero ademaés, todos los demés tipos histologicos, excepto el medular, fueron también
de fenotipo luminal (la mayoria alcanzando el 100 % de los casos). En el caso de los carcinomas
medulares, s6lo encontramos 2 en nuestra serie y uno expresd citoqueratinas luminales mientras
que el otro no. Nuestros resultados son acordes a la literatura en cuanto a que los carcinomas de

fenotipo luminal son los mas frecuentes [256, 262].

No encontramos relacion significativa entre los tumores luminales y el grado histologico, siendo
los mas frecuentes los moderadamente diferenciados, asi como tampoco con la afectacion ganglionar,

siendo muy parecidos los porcentajes de casos con y sin metéstasis.

Como se ha comentado anteriormente, el carcinoma de mama de fenotipo luminal se relaciona
con positividad para RE y también suelen serlo a los RP. En nuestro estudio se confirma esta
tendencia, ya que de los 267 casos, 140 mostraron positividad para RE (59,1 %) y 132 para RP
(55,2 %), alcanzando significacion estadistica, sobre todo en el caso de los RP (p=0,004 y p=0,05,
respectivamente). Ademas, se pudo comprobar que de los casos que no expresaron citoqueratinas
luminales la inmensa mayoria fueron negativos tanto para RE como RP (88,9% y 77,8 %, res-
pectivamente). Estos hallazgos estan en consonancia con los estudios que reflejan la asociacion de
expresion de receptores con el fenotipo luminal, tanto mediante estudios de expresion génica como
inmunohistoquimicos [262].

Asimismo, aunque los resultados obtenidos en cuanto a la relacion de los tumores luminales con
la sobreexpresion de HER2 no alcanzaron significacion estadistica (p=0,091), la mayor parte de
nuestro casos fueron negativos para HER2 (87,7 %), al igual que se describe en numerosos estudios
previos en los que el fenotipo luminal A se relaciona con negatividad para este marcador. A pesar
de este resultado, no encontramos diferencias con los casos que no expresaron CK8/18/19, ya que
éstos en su mayoria también fueron negativos para HER2 (88,9 %).

Evaluamos la posible asociacion entre la expresion de CK 8/18/19 y la negatividad simultédnea
de RE, RP y HER2. En este caso, con una significacion de p=0,000, observamos que el 80,3 %
de los casos positivos para citoqueratinas luminales no mostraban negatividad a la vez de estos
marcadores, mientras que el 77,8 % de los casos negativos para estas citoqueratinas si que cumplian
esta premisa. Estos resultados concuerdan con el hecho de que los tumores triple negativos (RE,

RP y HER2 negativos) son en su mayoria de fenotipo basal y no luminal [258].

Otra caracteristica ya mencionada de los carcinomas de fenotipo luminal es que suelen presentar

un indice de proliferacion bajo. En nuestra serie observamos también esta tendencia, mostrando un
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mayor namero de casos (57,8 %) un bajo indice proliferativo, mientras que el porcentaje de tumores
con alto indice fue mayor dentro del grupo de casos que no expresaron citoqueratinas luminales,
aunque estos resultados no fueron significativos.

Por otro lado, si que observamos diferencias significativas (p=0,000) en relacion con la expresion
de p53. Los tumores de nuestra serie que expresaron CK 8/18/19 fueron en su mayoria p53 negativos
(84 %). Estos resultados estan en concordancia con lo observado en investigaciones previas en las
que se demuestra que los tumores de fenotipo luminal no suelen presentar mutaciones del gen p53,
a excepcion del luminal B donde si podemos encontrarlas [262].

También fueron significativos los resultados obtenidos entre la relacion del fenotipo luminal y la
expresion de VEGF, siendo mayoritarios los tumores que la expresaron (82,6 %). Aunque también
fueron mas frecuentes los casos positivos dentro del grupo de tumores negativos para CK8/18/19, la
diferencia fue menor y el porcentaje de negativos para VEGF en estos tumores fue mas importante
(55,6 % de positivos frente a 44,4 % de negativos).

Aunque la TSP-1 se considera uno de los principales inhibidores de la angiogénesis, su papel en
la progresion tumoral, especialmente en el cancer de mama, sigue sin estar claro ya que diversos
estudios han obtenido resultados opuestos en cuanto a su funcién, de tal forma que para algunos
investigadores la TSP-1 ejerce una funciéon antiangiogénica y para otros parece actuar como un
favorececedor de la angiogénesis y la progresion tumoral.

En nuestro estudio obtenemos resultados que relacionan la expresiéon de TSP-1 a nivel del
estroma tumoral con factores de mal pronostico: alto grado histolégico, elevado indice de prolifera-
cion celular, negatividad para RE, sobreexpresion de HER2, méas notable en casos con metéstasis
ganglionares, e importante presencia de TSP-1 en el estroma de carcinomas de fenotipo basal. De
estos hallazgos se podria deducir que la TSP-1 puede tener un efecto favorecedor de la progresion
tumoral. De ser asi, se podrian crear nuevas lineas de investigacion para la bisqueda de nuevas
estrategias terapéuticas contra la angiogénesis, utilizando a la TSP-1 como diana. Pero para po-
der llegar a esto, es necesario realizar mas investigaciones para determinar el papel exacto que
desempena la TSP-1 en el desarrollo del cancer de mama, en concreto su funciéon en la angiogénesis

tumoral del mismo.
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Capitulo 6

Conclusiones

De los resultados obtenidos en nuestro estudio extraemos las siguientes conclusiones:

1.

TSP-1 es una proteina que se expresa de forma no infrecuente, aunque s{ en una minoria, en
los carcinomas de mama. Su localizacién es principalmente en el estroma, y mucho menos
frecuente en el citoplasma de las células tumorales.

La expresion de TSP-1 en el carcinoma de mama es independiente del tipo histologico vy,
sobre todo la expresion estromal, se observa con maés frecuencia en tumores de alto grado
histologico y con elevado indice de proliferaciéon determinado con Ki67, principalmente en
casos con metastasis ganglionares.

En relaciéon con los marcadores inmunohistoquimicos habituales de indole predicti-
va/prondstica, la presencia de TSP-1 estromal se relaciona con la ausencia de receptores
hormonales, principalmente receptores estrogénicos, y con la sobreexpresiéon inmunohistoqui-
mica de HER2.

En el carcinoma de mama, la expresion de TSP-1, principalmente estromal, esta relacionada
con el fenotipo basal determinado mediante inmunohistoquimica para CK5-6/14. Los carci-
nomas de fenotipo basal se caracterizan por ser mayoritariamente de alto grado histologico,
con alto indice de proliferaciéon, receptores hormonales negativos, ausencia de sobreexpresion
de HERZ2, triples negativos en la clasificacion molecular subrogada y con expresion positiva
de p53.

La expresion de TSP-1 en el carcinoma de mama, aunque en nuestro estudio no ha demostrado
relacion significativa con la supervivencia, se encuentra asociada a factores histopatologicos y
marcadores inmunohistoquimicos de peor pronoéstico, lo que sugiere una funciéon que provoca

mayor agresividad en las neoplasias.
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