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1. INTRODUCCION

El cancer de prostata es actualmente el tumor maligno con mayor incidencia en
el mundo Occidental (Foster y col., 1999). Por este motivo, en la ultima década
la investigacion en el cancer de préstata ha pasado a tener un papel relevante
en biomedicina.

Existen tres factores fundamentales que han inducido a profundizar en el
estudio de esta entidad. El primero, la apreciacion de la magnitud e impacto
que el cancer de prostata tiene en la incidencia y mortalidad por cancer a
escala mundial, y sobretodo en los paises industrializados.

En segundo lugar, la aparicion y el desarrollo de los programas de screening
primario en los que el PSA tiene un papel controvertido, pero fundamental,
permitiendo el diagndstico precoz del cancer prostético, y la introduccion de la
prostatectomia radical protocolizada como tratamiento definitivo del cancer
clinicamente localizado.

En tercer lugar la introduccion de modelos de investigacion celular con ratas
Dunning, junto al desarrollo de técnicas de cultivo celular, ha proporcionado
clonas de células cancerigenas, genéticamente estables, con comportamientos
celulares distintos, correspondientes a diferentes tipos de células epiteliales
prostaticas, que permiten el andlisis comparativo y la identificacion de factores
individuales que condicionan diversos aspectos en el comportamiento y el
fenotipo de las células neoplasicas.

Estos tres factores, se suman a los recientes avances en técnicas de biologia
celular y molecular que estan permitiendo desvelar elementos fundamentales
de la etiopatogenia del cancer prostatico. Por todo ello, el cancer de prostata
representa en la actualidad una de las principales lineas de investigacion

oncoldgica, clinica y basica.



1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA.

El cancer prostético constituye una de las neoplasia maligna mas frecuente en
el hombre a nivel mundial, siendo su prevalencia del 30- 50% en varones
mayores de 50 afios, y aumentando de forma progresiva hasta el 80% a los 80
afios (Foster y col., 1999). En los Estados Unidos es el cancer mas frecuente,
con la aparicion de 179.300 nuevos casos en 1999 (Landis y col.,1999) (Wingo
y col., 1997).

El cancer de préstata representa la segunda causa de muerte por cancer en el
sexo masculino, tras el cancer de pulmén, sobrepasando a este mismo en
incidencia en la poblacion general. La mortalidad estimada en EUA fue de
37.000 muertes en 1999 (Landis y col.,1999). En la Union Europea se
diagnostican alrededor de 85.000 nuevos casos por afio, con una prevision
para el afio 2020 de 118.000 nuevos casos (Parker y col., 1996).

En las dltimas décadas se ha observado un aumento en la incidencia y la
mortalidad del cancer de prostata con un pico maximo en la incidencia entre
1989 y 1992 (Hsing y col., 2000). Entre 1991 y 1995 se ha constatado una
disminucién en el indice de mortalidad, a pesar de un creciente envejecimiento
de la poblacion (Hankey y col., 1999).

En la ultima década, a partir de 1990, se ha observado sin embargo un cambio
en la incidencia, atribuible en parte, a la introduccion de programas de
diagnéstico precoz, con la introduccién de nuevas técnicas como el antigeno
prostatico especifico sérico (PSA), y la ultrasonografia prostatica con biopsia
dirigida (Brawer y col., 1992) (Catalona y col., 1991) (Gohagan y col., 1994)
(Oesterling y col., 1988).

Estos hechos han supuesto un aumento en el diagnostico de tumores
clinicamente localizados potencialmente curables de hasta el 60%.

A pesar de ello, existe todavia una proporcion significativa de pacientes que en

el momento del diagndstico inicial presentan ya una enfermedad diseminada.



El cancer de préstata es mucho mas frecuente en paises del mundo
industrializado. Se observa una mayor incidencia en la poblacion de raza negra
de los EUA, seguidos de los individuos de raza blanca del mismo pais. Por otro
lado los habitantes emigrados a los EUA de raza asiatica muestran una menor
incidencia (ver tabla 1).

El Norte de Europa, Canada, Australia y Francia, son también paises de alto
riesgo, mientras que Dinamarca, el Reino Unido, Italia y Espafia son paises de
riesgo intermedio. Por ultimo los paises con menor incidencia corresponden al
Sudeste asiatico y Africa (Borras y col., 1992).

La siguiente tabla resume la incidencia y mortalidad del cancer de prostata a

nivel mundial (Hsing y col., 2000) :

Riesgo | PAIS INCIDENCIA |INCIDENCIA | MORTALIDAD | MORTALIDAD
1973-1977 1988-1992 1973-1977 1988-1992

EUA (negros,SEER*) |79.9 137.0 27.6 34.3

Alto EUA (blancos,SEER*) |47.9 100.8 13.4 15.7

riesgo |Canada (BC) 39.8 84.9 14.3 17.0
Suecia 44.4 55.3 21.6 20.8
Australia (NSW) 28.4 53.5 15.6 17.9
Francia (Bas-Rhin) 23.0 48.1 15.0 17.1
Dinamarca 23.6 31.0 135 18.6

Riesgo | Reino Unido (s. Thames) |20.1 29.3 12.1 16.8

medio | Italia (Varese) 22.8 28.2 10.5 11.5
Espafia (Navarra) 17.6 27.2 124 13.1
Israel (judios) 15.5 23.9 7.5 9.0
Singapur (chinos) 4.8 9.8 1.9 3.7

Bajo

riesgo | Japdn (Miyagi) 4.9 9.0 2.4 3.8
Hong Kong 5.1 7.9 2.1 2.8

Tabla 1. Incidencia y mortalidad en el carcinoma de prostata en las distintas

poblaciones representativas a nivel mundial. Entre paréntesis figura la

poblacién a partir de la cual se ha determinado la incidencia. BC: British
Columbia, NSW: New South Wales.

Los valores son por 100.000 personas-afio, con edad ajustada al estandar mundial (Hsing y
col., 2000).* La base de datos SEER ( comprovada el 14 de Marzo del 2003)




El incremento en la incidencia del cancer de préstata en los dltimos afios ha
sido mas pronunciado en paises de alto riesgo, como EUA, Canada y Australia
(incremento del 25-114%), y en paises de bajo riesgo asiaticos (incremento del
15-104%). Mientras que los paises de riesgo intermedio se ha observado un
ligero incremento en la incidencia (incremento del 25-55%) (Hsing y col., 2000).
Las diferencias en la incidencia entre paises de alto y bajo riesgo se ven
afectadas por la realizacion de pruebas de screening en la poblacion
masculina, por la calidad del diagnéstico precoz con la interpretacion de las
biopsias por sextantes y por el registro de los casos de cancer prostatico,
aumentando asi la incidencia en los paises de alto riesgo.

El aumento de la incidencia en los paises asiaticos algunos autores lo han
atribuido a los cambios en el estilo de vida de la poblacion, con la aparicion de
factores de riesgo potenciales, como una dieta rica en grasas, obesidad y

disminucién en la actividad fisica.

La mortalidad por cancer de prostata en estos paises asiaticos ha aumentado
de forma llamativa respecto a los paises de alto riesgo, explicable por los
programas de screening implementados en paises de alto riesgo que permiten

una deteccién precoz del cancer de préstata, aumentando asi la supervivencia.

Si se estudia el indice de mortalidad-incidencia en el periodo 1988-1992, en los
distintos paises, se observa que la mayor disminuciébn en esta relacién
corresponde a la poblacién blanca de EUA. Mientras que Francia, Dinamarca y
Inglaterra muestran por el contrario los indices mas elevados. Globalmente
este indice ha disminuido en las ultimas décadas debido a un aumento en la

incidencia del cancer de préstata.

En Espafia la incidencia del carcinoma prostatico, segun el registro del
Departamento Nacional de Estadistica y Epidemiologia de la Fundacion
Cientifica de la Asociacion Espafiola contra el Cancer, se situaria en cuarto
lugar respecto al cancer de pulmén, cancer de piel no melanoma, y del cancer
colo-rectal. En los ultimos afios ha superado en frecuencia al cancer de vejiga

urinaria y de laringe (Zubiri y col., 1995-1996).



Referente a la mortalidad, segun el Centro Nacional de Epidemiologia y
Estadistica, en el aflo 1997 se produjeron en Espafa 5.460 defunciones por
cancer de proéstata, representando un 9,9 % del total de canceres. La edad

media en el momento de la defuncién fue de 74,7 arios.

El cancer de préstata es en nuestro pais la tercera causa de defuncién por
cancer, después del cancer de pulmén y del cancer colo-rectal. Estos datos
estdn muy por debajo de los obtenidos en EUA, como se refleja en la tabla
anterior (tabla 1). Asi, la mortalidad por 100.000 habitantes-afio en el periodo
de 1988-1992 fue de 34,3 en la raza negra y del 15,7 en la raza blanca,
comparado con el 13,1 obtenido en el registro de Navarra en el mismo periodo
(Hsing y col., 2000).

En Catalufia las estadisticas del Registre poblacional del Cancer a Tarragona
(RCT) desde 1980 observan que el carcinoma prostatico representa el quinto
tumor mas frecuente, después del cancer de pulmén, de piel no melanoma,
colo-rectal, y de vejiga urinaria. Constituye el 10,9 % de los canceres en el
varon. Se presenta alrededor de los 50 afios, aumentando su incidencia de
forma progresiva a partir de los 65 afios , para llegar a triplicarse en los grupos
de edad méas avanzada. Asi, la mediana de edad en el momento del
diagnostico es de 74,3 afios. A diferencia de otros registros, en el RCT, el
carcinoma prostatico no ha experimentado un incremento significativo en los

altimos afnos (Izquierdo y col., 2000).

Las tasas de mortalidad observadas en Cataluia son similares a las
observadas en Europa, asi la mortalidad en Cataluiia por 100.000 habitantes
en el afo 1992 fue de 14,1. No se observado en los ultimos afios cambios
significativos en la evolucion de la mortalidad ni un patron de distribuciéon

geografica definido en el cancer prostatico.



1.2- EPIDEMIOLOGIA DE LA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL DE ALTO
GRADO.

La neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (PIN AG) esta ampliamente
aceptada como lesion precursora del adenocarcinoma prostatico (Bostwick,
1995). Esta evidencia se basa en numerosos estudios histolégicos,
inmunohistoquimicos y genéticos (Sakr y col., 1993) (Perlman y col., 1990)
(Nagle y col., 1991).

El PIN de alto grado a diferencia del PIN de bajo grado sin significado clinico,
tiene una gran importancia por su alto valor predictivo como marcador de
adenocarcinoma. Es un marcador de alto riesgo y su identificacion en biopsias
prostaticas obliga a la busqueda de neoplasia (Park y col., 1989) (Markham y
col., 1989) (Berner y col., 1993).

Respecto a la epidemiologia del PIN, se ha observado que la prevalencia del
PIN de alto grado es muy variable dependiendo del tipo de muestra tisular
evaluada, la cohorte estudiada, los criterios diagnosticos empleados, y el
procesamiento de las muestras.

En la reunion de trabajo de la OMS celebrada en Estocolmo el afio 2000 (Sakr
y col., 2000) se revis6 la epidemiologia del PIN a nivel mundial, constatdndose
una oscilacion importante en la incidencia segun las series de poblacion y el
tipo de muestras estudiadas.

Asi, en las biopsias por aguja en Europa la prevalencia del PIN de alto grado
oscila entre el 0,7 y el 15,2 con una media del 9,1, en EUA la prevalencia es
mayor oscilando entre el 2,3 y el 16,5 con una media del 8,0, mientras que en

los paises asiaticos disminuye a una prevalencia media del 3,8.

En una revisién de 330 biopsias con aguja realizada por The American Cancer
Society National Cancer Detection Project, se cifr6 la incidencia del PIN de alto
grado en un 5,2% (Mettlin y col., 1991), mientras que en un estudio de Bostwick
y col. se alcanz6 una incidencia del 16,5% (Bostwick y col., 1995).

Un trabajo reciente con el mayor numero de biopsias por aguja publicado (n=
132.426) realizado en EUA, evidenci6 una incidencia de PIN de alto grado del
3,7% (O'Dowd y col., 2000).



Esta variabilidad en los resultados puede explicarse por tratarse de estudios
retrospectivos donde posibles PIN AG focales hubieran pasado desapercibidos,
o diferencias en el método de muestreo tisular o poblacional de pacientes.

En Cataluiia, un estudio sobre el PIN de alto grado en biopsias por aguja en el
periodo 1990-1997, reveld una incidencia del 4,4%; porcentaje muy inferior al
observado en otros paises europeos y EUA que los autores atribuyen a
factores geograficos locales o al escaso tiempo de seguimiento (Algaba y col.,
1999).

En cuanto a la incidencia del PIN AG en las RTUPs y piezas de
adenomectomia es relativamente infrecuente, y se asocia con un riesgo
aumentado de desarrollar adenocarcinoma prostatico. Los adenocarciomas
encontrados accidentalmente en los especimenes de RTUP suelen ser bien
diferenciados, pequefos y con posibilidad de ser resecados completamente en
el procedimiento.

En EUA la prevalencia varia entre el 2,3 y el 4,2%. Para Guadin (1997) la
incidencia del PIN AG en RTUP es del 3,2%, desarrollando carcinoma el 22%.
Para Pacelli y Bostwick (1997) la incidencia fue del 4,2%, con carcinoma
asociado en el 10,2%, con Gleason intermedio en la mayoria de los casos. En
cambio, en algunas series europeas de paises nordicos y en un estudio
italiano aumenta hasta el 60%.

En nuestro pais, la incidencia del PIN de alto grado fue del 17 % en biopsias
por aguja, mientras que en RTUPs fue del 10,1% (Regueiro y col., 2000).

En cuanto a la incidencia del PIN de alto grado en piezas de prostatectomia
radical, numerosos estudios constatan una alta prevalencia que oscila segun
las series de poblacién. Asi, en EUA Quian y Bostwick encuentran una
prevalencia del 87%, y Maygarden del 79 % (1994), mientras que en nuestro
medio el estudio anteriormente citado (Regueiro y col., 2000) cifra una
incidencia del PIN de alto grado en el 50% de los casos.

Por dltimo, la prevalencia del PIN de alto grado en series autopsicas es
variable, situandose en Europa alrededor del 48,1% y en EUA del 44,6% (Sakr
y col., 2000).



1.3- LESIONES PRECURSORAS DEL CANCER PROSTATICO.

1.3.1- Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN).

La neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) se define como una proliferacion
intraluminal del epitelio secretor del sistema ducto-acinar prostatico.

Se caracteriza por un espectro de atipias citolégicas que van desde minimas
desviaciones de la normalidad, a una atipia citologica severa, indistinguible de
la presente en el adenocarcinoma ya establecido; encontrando siempre una
capa de células basales que rodea, de forma mas o menos continua, dicha
proliferacion intraductal-acinar (Montironi y col., 2000).

Figura 1. Esquema sobre la carcinogénesis en la préstata humana. Se observa
un continuo morfolégico desde el epitelio prostatico normal a los distintos
grados de displasia epitelial, PIN 1, 2 y 3 , hasta llegar al carcinoma

microinvasor inicial. Modificado de Bostwick DG y Brawer MK (1942).

NORMAL  PIN bajo grado  PIN alto grado CARCINOMA

Capa luminal
Capa basal
Membrana
basal

Las primeras referencias a esta lesion las encontramos en Orteil (1926) y
Andrews (1949). En 1965 McNeal hace énfasis en el posible papel pre-
maligno de esta lesién proliferativa, y en 1986 con Bostwick describe los
criterios diagndsticos para su identificacion. Ambos autores usaban el término
de “displasia intraductal” para referirse a dicha lesién; que subdividian en tres

grados: displasia leve, moderada y severa.
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El término de PIN fue propuesto en 1989 por Bostwick y Brawer en una reunion
de trabajo sobre lesiones pre-neoplasicas esponsorizada por The American
Cancer Society. En esta conferencia se sustituy0 la clasificacién de PIN 1,2y 3,
por la denominacion de PIN de alto grado para hacer referencia al antiguo PIN

2y PIN 3, y PIN de bajo grado para sustituir al PIN 1.

1.3.1-a. CRITERIOS HISTOLOGICOS PARA LA IDENTIFICACION DE LA
NEOPLASIA INTRAEPITELIAL PROSTATICA.

La diferenciacion entre PIN de bajo grado y PIN de alto grado se basa en
criterios citologicos. El nacleo de las células que componen el PIN de bajo
grado esta agrandado, es de tamafio variable, muestra una textura cromatinica
ligeramente alterada, y nucleolo ausente o pequefio (Fig. 2).

El PIN de alto grado se caracteriza por células de nucleo agrandado, de
tamafios relativamente uniformes, cromatina gruesa de distribucion irregular, y
nucleolo prominente, similar al observado en el carcinoma (Fig.3).

La capa de células basales esta intacta en el PIN de bajo grado o raramente
interrumpida, mientras que en la lesion de alto grado es frecuentemente
discontinua. Con la progresiva indiferenciacién celular se ha observado una
pérdida cada vez mayor de células basales, lo que facilita la extension estromal

de la lesion y su transformacion en carcinoma invasor (Fig.4).

A pesar que las caracteristicas citolégicas de la lesién de PIN de alto y bajo
grado son bastante constantes, la arquitectura de estas lesiones muestra un
espectro morfologico variable, desde un epitelio plano, a una florida
proliferacion celular cribiforme. Bostwick y col. describieron cuatro patrones
fundamentales, que frecuentemente coexisten: plano, ondulado, micropapilar y
cribiforme. El patron ondulado ( en inglés “tufting”) es el mas frecuente, y se
observa en el 87% de los casos.

El reconocimiento de estos patrones arquitecturales facilita el diagndstico del

PIN, pero carece de relevancia clinico-patolégica.
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Existen otras formas inusuales de PIN como la diferenciacion mucinosa, que
incluye la variante de “células en anillo de sello”, y neuroendocrina de célula
pequefia (Reyes y col. 1997), asi como con células espumosas (Berman y col.
2000). Todos se observaron en la prostata periférica. El patron de células en
anillo de sello y el neuroendocrino de célula pequefia mostraban una
morfologia idéntica al carcinoma asociado. La existencia de estos tipos
celulares en la lesién de PIN y el carcinoma asociado, proporciona evidencias
sobre la relacion cercana entre el PIN de alto grado y las diferentes variantes

del carcinoma prostatico.

1.3.1-b . DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DEL PIN.

En el diagndstico diferencial del PIN hemos de tener en cuenta procesos
benignos y malignos. Algunos procesos benignos pueden mostrar una marcada
atipia citologica debido a la inflamacion, infartos, radicaciones, o diferentes
grados de proliferacion celular, como la hiperplasia de células basales, o
cribiforme de células claras.

En los procesos malignos, es de ayuda detectar la pérdida de inmunoexpresion
de citoqueratinas de alto peso molecular (34BE12) para confirmar la ausencia
de células basales, y distinguir entre lesiones de PIN de alto grado y el

carcinoma invasor (Figura 5) .

Hay que diferenciar la lesion de PIN de alto grado de la invasién intraductal o
intra-acinar del carcinoma prostatico, que se caracteriza por la presencia de
masas de ceélulas malignas que rellenan la luces de conductos y acinos, sin

contactar con las células basales (McNeal, 1996).
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1.3.1-c. IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO DEL PIN DE ALTO GRADO.

Existen diversas evidencias que relacionan al PIN de alto grado con el

carcinoma prostatico. Entre ellas las mas destacables son:

La incidencia del PIN y del carcinoma prostatico aumentan con la edad del

paciente.

Existe un incremento de la frecuencia, severidad, y extension del PIN
cuando se asocia al cancer prostético.

Tanto el PIN como el carcinoma prostético son lesiones multifocales que
afectan fundamentalmente a la zona periférica de la glandula prostatica.

Puede observarse, desde un punto de vista morfolégico, una transicion

entre al PIN de alto grado y el carcinoma.

El PIN de alto grado comparte diversas alteraciones genéticas con el

adenocarcinoma prostético.

Diversos autores han observado un incremento en la incidencia del PIN con la
edad y la asociacion al cancer prostéatico. Bostwick y Brawer observaron que la
frecuencia del PIN era significativamente mayor en prostatas que mostraban
carcinoma. McNeal y Bostwick evidenciaron que el PIN afectaba un 82% de
piezas de prostactectomia post-mortem con adenocarcinoma prostético,
mientras que tan soélo se observaba PIN en el 43% de las prostatas benignas.
La relacion del PIN de alto grado con respecto al adenocarcinoma la demostro
ya McNeal (1991), en un estudio en el que evidencié focos de microinvasion en
casos de displasia ducto-acinar severa, con cambios en la textura cromatinica
de los nucleos graduales entre la lesion de PIN y el carcinoma ya establecido.
La mayoria de lesiones de PIN de alto grado afectan a la zona periférica
prostatica, asi como los carcinomas moderadamente y escasamente
diferenciados. Diversos estudios han constatado que el 63% de focos de PIN
de alto grado se localiza en la zona periférica, un 36% afectan
simultAneamente a la zona periférica y de transicion, mientras que tan sélo el
1% se localizan exclusivamente en la zona de transicion (Epstein y col. 1990)
(Quinn y col. 1990).
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Es importante la distribucion de las lesiones de PIN de alto grado, ya que un
72% de lesiones de PIN son multifocales en piezas de prostatectomia con
carcinoma, afectando en un 63% a la zona periférica, en un 7% a la zona de

transicion, y en un 2% a ambas zonas (Quian y col., 1995).

Por otra parte, diversos estudios de immunoexpresion, morfometria y biologia
molecular, han evidenciado una relacion del PIN de alto grado con el
adenocarcinoma prostéatico. Estos estudios demuestran un mayor indice de
proliferacion celular (Tamboli y col.,1996) y de apoptosis en el PIN y el
carcinoma con respecto a la glandula normal (Bonkhoff y col., 1998).

En el PIN las células basales pierden su capacidad proliferativa, mientras que
el epitelio secretor displasico aumenta su proliferacion. Este fendmeno ha sido
referido por algunos autores como "infidelidad topogréfica" (Bonkhoff y col.,
1996 y 1998).

Los desordenes en la proliferacion celular se acompafian de una expresion
aberrante de oncogenes (erbB-2, erbB3 y c-met) y genes supresores tumorales
(mm23-H1) (Myers y col., 1996) (Ware y col., 1994). Ademas, el PIN de alto
grado muestra alteraciones en la regulacion de la apoptosis. Asi, el epitelio
secretor transformado muestra expresion de oncoproteina supresora de la
apoptosis Bcl-2 ((Bonkhoff y col., 1998). La expresion de Bcl-2 disminuye la
expresion de receptores de androgenos en el epitelio secretor del PIN,
aumentando asi su resistencia a la muerte por apoptosis dependiente de
androgenos (Bonkhoff y col., 1998).

En el epitelio prostético se observa en condiciones de normalidad la expresion
del enzima glutation transferasa-1 (GSTP-1) a nivel de las células basales, con
funciones de proteccion del dafio gendmico, cuya expresion se induce ante
situaciones de estrés celular. El enzima GSTP-1 esté inactivo en mas del 90%
de carcinomas prostaticos (Lee y col., 1994 y 1997), y en el 70% de lesiones de
PIN por un mecanismo de hipermetilacién del promotor (Brooks y col., 1998).
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Se ha postulado que las células del epitelio secretor que disminuyan la
expresion de GSPT-1 serian diana para posibles alteraciones genéticas y

posterior transformacién neoplasica.

Por otro lado, existen alteraciones genéticas comunes entre en PIN y el
carcinoma. Las principales son: ganancias en el cromosoma 7, particularmente
el 7931, pérdida del 8p y ganancia del 8q, y pérdidas en 10q, 169,y 189 (Qiany
col., 1996) (Alers y col., 1995) (Bergenheim y col., 1991) (Bova y col., 1993)
(Cunnigham y col., 1996) (Emmert-Buck y col., 1995) (MacGrogan y col., 1994)
(Qian J., 1995).

Por todo ello es importante el diagnéstico del PIN de alto grado en biopsias por
aguja, ya que el tratamiento radioterapéutico y la deprivacion androgénica
parecen disminuir la prevalencia y la extension del PIN (Bostwick,1999). En un
futuro se plantearia la posibilidad de un tratamiento de quimioprevencion en los
pacientes afectos de PIN en las biopsias por sextantes sin carcinoma asociado.

1.3.2- HIPERPLASIA ADENOMATOSA ATIPICA (HAA).

La hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) consiste en una proliferaciéon acinar
constituida por glandulas de pequefio-mediano calibre, que forman un nddulo
bien circunscrito, frecuentemente situado en la zona de transicion prostatica en
relacion a una zona de hiperplasia glandular benigna (McNeal, 1965) (Gleason,
1985).

Su aspecto bien delimitado y no invasivo puede simular un adenocarcinoma
prostatico bien diferenciado con grado de Gleason 1 y 2. A diferencia del
carcinoma la HAA no muestra nucleolo prominente y conserva una capa de

células basales que puede ser discontinua (Bostwick y col., 1993).

En 1965 McNeal describié esta lesion en series autdpsicas, y la relacioné con

el adenocarcinoma de bajo grado originado en la zona de transicion.
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Brawn y col. observaron que un 6,4% de pacientes con HAA desarrollaban
carcinoma, comparado con un 3,7% en los pacientes que mostraban una
hiperplasia prostéatica benigna, con un seguimiento de 5 a 15 afios.

La HAA ha sido identificada entre un 1,5 a 19,6% de RTUs, y hasta en un 33%
de piezas de prostatectomia (Bostwick y Qian, 1995). Por otro lado, es una
lesibn que no suele encontrarse en biopsias por aguja (<2%) que no estan
dirigidas a la zona de transicién prostética.

Diversos estudios demostraron en la HAA unos indices de proliferacion
intermedios entre la hiperplasia prostéatica benigna y el adenocarcinoma de bajo
grado utilizando marcadores de proliferacion celular (MIB-1/Ki67, PCNA);
mientras que el PIN muestra indices de proliferacion celular mas cercanos al
adenocarcinoma moderadamente diferenciado (Helpap y col., 1995) (Lopez-
Beltran y col.1996).

Por otro lado, Cheng y Bostwick (1998) demostraron alteraciones genéticas en
el 47% de HAA analizadas, localizadas en los cromosomas: 7q31-35, 8p12-21,
8g22.2 y 18ql2.2. Otros estudios han demostrado pérdidas alélicas situadas
en las mismas regiones que las lesiones de PIN y de adenocarcinoma.
Concretamente, la pérdida en el cromosoma 8p es un hecho frecuente tanto en
el PINy como en el carcinoma prostatico.

Estudios moleculares y fenotipicos recientes sugieren que en algunos casos
existiria una relacion entre la HHA y el cancer prostatico (Doll y col., 1999)
(Yang y col., 2002).

Estos resultados apoyarian un papel de la HAA como lesion precursora de
algunos canceres prostaticos, y por tanto algunos autores sugieren que la HAA
se deberia considerar una lesién pre-neoplasica. Otros autores defienden que
la asociacion entre el carcinoma prostético de la zona de transicion y la HAA es
simplemente circunstancial, tratandose de un epifenémeno (Amin y col., 1993).
En definitiva, los datos obtenidos son insuficientes para llegar a una conclusion
sobre la naturaleza premaligna de la HAA, ya que no se ha podido documentar
de forma feaciente una transicion directa entre dicha lesion y el

adenocarcinoma prostatico.
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1.3.3- OTRAS LESIONES MORFOLOGICAS.
1.3.3.a- HIPERPLASIA PROSTATICA POST-ATROFICA (HPA).

En 1954 Franks consideré a un subtipo de hiperplasia post-atréfica (“sclerotic
atrophy with hyperplasia”’) como posible lesién precursora del cancer prostético,
dada su intima asociacion con algunos casos de adenocarcinoma. Franks
considero la lesion como de naturaleza proliferativa.

Posteriormente, Liabag en 1968 demostré una asociacion topografica entre la
HPA y el carcinoma prostatico. Mas tarde, esta idea fue abandonada con la
identificacion de la neoplasia prostatica de alto grado como lesidon precursora
del adenocarcinoma prostético.

La hiperplasia prostatica post-atrofica consiste en una dilatacion de conductos y
acinos prostaticos junto a zonas de proliferacion de glandulas de pequefio
tamafo, de aspecto atrofico. Pueden observarse nucleos aumentados de
tamafio con nucleolos prominentes, simulando al adenocarcinoma prostatico,
siendo importante el diagndéstico diferencial en biopsias por aguja por sus
posibles implicaciones terapéuticas.

Algunos autores sugieren que las lesiones proliferativas post-atrofia podrian ser
lesiones pre-neoplasicas, que desarrollarian areas de carcinoma directamente,
o indirectamente a través de su transformacion en lesion intraepitelial; ya que
se ha podido constatar como en zonas de atrofia de la préstata periférica surge
directamente el PIN de alto grado.

Un estudio reciente de Shah y col.(2001) describe alteraciones genéticas en
areas de hiperplasia post-atréfica que caracterizan a la lesion de HGPIN vy al
carcinoma prostatico. Concretamente un 6% de lesiones de PAH mostraban
ganancias de la region centromérica del cromosoma 8, detectadas mediante
técnicas de hibridacion de interfase fluorescente (FISH).

Finalmente Macoska y col. (2000) han identificado recientemente pérdidas
alélicas en el cromosoma 8p22, y ganancias en la regién centromérica en 7

casos de atrofia prostatica mediante técnicas de FISH.
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1.3.3.b- ATROFIA INFLAMATORIA PROLIFERATIVA (PIA).

De Marzo y col. (1999) estudiaron el papel de la atrofia inflamatoria proliferativa
(PIA) como lesién precursora del cancer de prostata. Definieron con este
término a una lesion caracterizada por focos de proliferacion epitelial glandular
en el contexto de una zona de atrofia prostatica con marcada inflamacién
estromal. La clave de esta lesion proliferativa es la presencia de dos capas
celulares, y un infiltrado inflamatorio linfocitario y de polimorfonucleares, tanto a
nivel estromal como epitelial, acompafiado de fibrosis del estroma.

Las caracteristicas morfolégicas de la PIA se corresponden con la “atrofia
inflamatoria” descrita por McNeal (1997), y la prostatitis crénica descrita por
Bennett y col. (1993).

De Marzo y col. observaron un aumento en la expresion de marcadores de
proliferacion celular (MIB-1,Ki67), y en la expresién de Bcl-2 con respecto al
epitelio benigno y a la atrofia simple, y detectaron ademas en todos los casos
de PIA la expresion del enzima detoxificante celular de fase Il GSTP-1
(Glutation S-transferasa de clase n ). La expresion de este enzima en todos los
casos de PIA sugiere una respuesta celular inducida por las sustancias
liberadas por la inflamacién acompafante. Asi mismo, se observdé una
disminucién en la inmunoexpresién de la proteina inhibidora de la quinasa-
dependiente de ciclinas p27 (Kip 1).

No obstante, no existen datos concluyentes sobre la naturaleza pre-maligna de

estas lesiones.
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1.4- ETIOPATOGENIA DEL CANCER PROSTATICO.

Las causas responsables del desarrollo del cancer prostatico son
desconocidas, y no existen datos concluyentes en referencia a la incidencia de
los diversos factores desencadenantes.

De los diversos factores estudiados la edad, la raza, la historia familiar v,
posiblemente, el contenido en grasa de la dieta, se perfilan como los
principales factores de riesgo con relacion al cancer de prostata.

1.4.1- EDAD.

La incidencia del cancer prostatico se incrementa de forma importante con la
edad. Debido al envejecimiento progresivo de la poblacién, en la proxima
década se espera un aumento dramatico en el nUmero de casos de cancer de
préstata (Carter y col., 1990).

La probabilidad de desarrollar un cancer prostatico a lo largo de la vida se cifra
en un 16 %. El cancer prostatico es responsable de alrededor del 3% de todas
las muertes en individuos mayores de 55 afos (Seidman y col., 1985), mientras
que la prevalencia de esta neoplasia a los 80 afos llega alrededor del 80 %
(Van Brussel y col., 1999). Por tanto, la mayoria de pacientes mueren “con su
cancer de préstata “, mas que “por un cancer de prostata”. Esto es debido a la
elevada prevalencia de carcinomas prostaticos “latentes”, que suelen ser de
menor volumen, grado tumoral y agresividad. Estos carcinomas no suelen
producir enfermedad clinicamente detectable, y se han observado ya en una
poblacién menor de 50 afios.

Un estudio llevado a cabo a partir de 152 piezas de cistoprostatectomia en
varones entre 10 y 49 afios (Sakr y col.,, 1993) demostr6 una incidencia
sorprendentemente elevada de PIN y adenocarcinoma. Asi, se evidencio PIN
en el 0%,9%,20% y 44%, y adenocarcinoma incidental en el 0%, 0%, 27%, y
34% de individuos en la segunda, tercera, cuarta, y quinta década
respectivamente. Curiosamente, aunque todas las lesiones de PIN de alto
grado se hallaron en la zona periférica prostatica con adenocarcinoma
coexistente, tan sb6lo en un caso se observé lesion de PIN cercana o en

contiguidad al adenocarcinoma.
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Los autores sugieren, que algunos adenocarcinomas latentes o microscépicos
tendrian acontecimientos patogénicos diferentes de los adenocarcinomas
detectados clinicamente, desarrollandose independientemente de la lesion de
PIN, y con un comportamiento més indolente.

Mc Neal ya apuntdé en 1986 que estos adenocarcinomas latentes o
microscopicos no son inherentemente diferentes a los detectados clinicamente.
Suelen ser adenocarcinomas de pequefio tamafio, bien diferenciados, que
repesentarian una fase precoz del desarrollo tumoral. Asi, en un estudio a partir
de 100 casos de prostatectomias autopsicas concluye que el carcinoma
incidental descubierto en la autdpsia, el carcinoma detectado clinicamente, y el
carcinoma metastasico, representan diferentes fases de un continuo biolégico
en un mismo tipo de adenocarcinoma.

En esta linea, Kabalin y col. (1989) en un estudio de 66 casos de
cistoprostatectomia radical sin evidencia de carcinoma prostatico pre-
operatorio, evidenciaron un 38% de casos con adenocarcinoma incidental. La
media de volumen tumoral fue de 0,11cc, y en ningun caso se observo un

grado de Gleason superior a4 o 5.

El periodo asintomatico o de latencia en el cancer prostatico se ha estimado en
11-12 afios para individuos de raza blanca, y de 10-11 afios para la poblacién

de raza negra (Etzioni y col., 1998).

Por debajo de los 50 afios, el carcinoma prostatico es infrecuente. Tan sélo
afectaria a un 1 0 4 % de la poblacion, segun las series (Smith y col., 2000).
Estudios anteriores a la era del PSA, apuntaban un peor prondstico para estos
pacientes, presentando en el momento del diagnostico con enfermedad
localmente avanzada o incluso con metéastasis a distancia. Pero estudios mas
recientes han revelado un mejor pronéstico, debido a la deteccion precoz de la
enfermedad, en un estadio localizado.

Por otro lado, el cancer de préstata es extremadamente raro en la tercera
década de la vida, aunque se han reportado casos aislados incluso en nifios
(Culkin y col., 1986). Estos casos mostraban baja o nula supervivencia, con
neoplasias pobremente diferenciadas presentando frecuentemente metéstasis

en el momento del diagnéstico.
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Por ultimo, diversos trabajos han analizado la posible relacién entre la edad
paterna al nacimiento de un determinado individuo y su posterior riesgo a
desarrollar un céncer de préstata, obteniéndose resultados contradictorios
(Janerich y col., 1989). En un estudio reciente llevado a cabo con datos
procedentes del estudio Framingham, se ha evidenciado que existe un riesgo
significativamente mayor de desarrollar un adenocarcinoma prostatico en
individuos nacidos de padres en edades relativamente avanzadas, mientras
que la edad materna no es aparentemente un factor de riesgo (Zhang y col.,
1999).

1.4.2- FACTORES RACIALES.

Existen diferencias entre los diferentes grupos étnicos respecto al riesgo de
desarrollar cancer prostatico. Asi, la mortalidad de los hombres afro-
americanos es superior a la de la poblacion de raza caucasica, y excede
ampliamente a la de los hombres de raza negra residentes en Africa (Parker y
col., 1998) (Guo y col., 2000).

Por otro lado, los residentes en EUA procedentes de paises asiaticos muestran
una menor mortalidad respecto a los caucasicos. A pesar de las diferencias en
el comportamiento clinico de la enfermedad entre los distintos grupos raciales,
no se han detectado un mayor nimero de carcinomas en la raza negra en

estudios autépsicos (Breslow y col., 1977).

Estudios epidemioldgicos sobre migracion muestran como la poblacion
japonesa residente en EUA adquiere en la segunda o tercera generacion un
riesgo similar a la poblacion nativa de desarrollar cancer de préstata (Parker y
col., 1998). Por otro lado, la poblacién jamaicana de EUA muestra un aumento
del riesgo a padecer cancer prostatico respecto a sus compatriotas no

emigrados (Glover y col., 1998).

Se han evidenciado polimorfismos genéticos asociados a grupos raciales.
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Ciertas variaciones alélicas del gen del receptor de la vitamina D presentes en
la poblacién afro-americana demostraron un aumento en la incidencia de

carcinoma prostatico en estadios més avanzados (Ingles y col., 1998).

Otro factor de riesgo estaria en relacion con los receptores de androgenos. Los
trinucledtidos microsatélites llamados “secuencias de repeticion CAG” se
encuentran situadas en la region N-terminal del receptor de andrégenos, y
participarian en la regulacién de la transcripcion. Se ha comprovado una
relacion inversa entre el nimero de secuencias de repeticion y el riesgo de
carcinoma prostatico. En la raza negra se han detectado un menor niamero de
secuencias, mientras que la raza asiatica muestra el mayor numero de
secuencias de repeticion (Giovanucci y col., 1997).

En un estudio reciente se plantea que factores no bioldgicos de tipo socio-
econdémico podrian contribuir a las diferencias observadas en el riesgo de
desarrollar cancer prostatico entre las diferentes razas. Los autores concluyen
gue no explicarian las diferencias en la incidencia y supervivencia evidenciadas

entre los diferentes grupos étnicos (Robbins y col., 2000).

1.4.3- FACTORES GENETICOS.

El carcinoma prostatico hereditario es una variante de cancer de prostata que
representa el 9 % del total de carcinomas prostéticos (Carter y col., 1992). Se
caracteriza por una edad de comienzo joven, curso clinico agresivo,
independencia de factores dietéticos, ambientales o étnicos, y herencia

autosémica dominante (Carter y col., 1994) (Lesko y col., 1996).

Estudios anatomopatoldgicos revelaron que algunos casos de carcinoma de
prostata hereditario eran de grado inferior a su homélogo esporadico, sin
observarse otras diferencias clinicas ni patolégicas (Keetch y col., 1996).
Estudios de ligamiento genético para mapear los genes especificos
involucrados en el carcinoma prostético, han permitido identificar 4 locis de
susceptibilidad aumentada para el cancer de préstata hereditario (Karayi y col.,
2000).
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Sin embargo, no se ha conseguido correlacionar la tipologia HLA haplotipo con
el cancer de prostata, lo que confirmaria las influencias genéticas en la génesis

y desarrollo de la neoplasia.

El riesgo relativo de desarrollar un cancer prostatico en individuos con historia
familiar de cancer de prostata depende del grado de parentesco y del nUmero
de familiares afectados. Asi, en individuos con parientes de primer grado el
riesgo es el doble que la poblacion sin historia familiar, y si son dos o mas los
parientes afectos el riesgo aumentaria de cinco a diez veces (Grbénberg y col.,
2000).

Ademas de la historia familiar, existen en el proceso de carcinogénesis
prostatica mdultiples alteraciones genéticas que implican la pérdida de
secuencias genomicas especificas que pueden estar relacionadas con la
inactivacibn de genes supresores tumorales, y la ganacia de regiones
cromosémicas especificas que podrian estar asociadas a la activacion de

oncogenes.

Las alteraciones genéticas en el PIN y el carcinoma invasor son las ganancias
en el cromosoma 7, particularmente 7q31; la pérdida de 8p y ganancia del 8q; y
la pérdida de 10q, 16qy 18q (Foster y col., 2000).

Por otro lado, se ha identificado un gen inductor de tumores prostaticos (PTI-1)
gue se expresa en lineas cancerigenas de préstata, en el carcinoma prostatico
y en el suero de algunos pacientes con cancer prostatico (Suny col., 1997).

El gen BRAC1 situado en el cromosoma 17g21 involucrado en el cancer de
mama y de ovario, ha sido también implicado en el cancer de préostata (Rosen y
col., 2001). Se han identificado diversas actividades en la regulacion de la
proliferacion celular, la reparacion del ADN y en la induccién de la apoptosis,
que sugieren un papel de BRAC1 como gen supresor tumoral implicado en el
cancer prostatico.

Mas recientemente, se ha identificado un nuevo gen: PTOV-1, (“prostate tumor
overexpressed”) que se sobreexpresa en fases iniciales y finales del cancer
prostatico (Benedit y col., 2001).
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1.4.4- FACTORES HORMONALES.

La testosterona y su principal metabolito, la dihidrotestosterona, son necesarios
para el crecimiento y funcionamiento de la glandula prostatica. Se han
evidenciado concentraciones elevadas de testosterona, dihidrotestosterona, y
androstendiona en tejidos de cancer prostatico respecto al tejido prostatico
normal (Glantz, 1964).

En diversos modelos animales se ha demostrado que la administracion de
grandes cantidades de androgenos, es capaz de inducir el cAncer de préstata
(Kasper y col., 1998). Ademas, no se desarrollan carcinomas prostaticos en
pacientes castrados antes de la puberdad, o en pseudohermafroditas con
deficiencias en el enzima 5a-reductasa (Young y col., 2000). Por otro lado, se
ha documentado una reduccion en el riesgo de desarrollar cancer de prostata
en enfermos cirréticos. Estos enfermos muestran un aumento en los niveles de
estrogenos circulantes y unos niveles disminuidos de testosterona (Glantz,
1964).

Por otro lado, existen mutaciones en el gen que codifica el receptor de
androgenos (RA) en el 8 % de carcinomas de préstata detectados clinicamente
(Marcelli y col., 2000), y también se han observado amplificaciones del gen RA
en el 22 % de las metastasis por carcinomas prostaticos hormono-refractarios
(Bubendorf y col., 1999).

La amplificacion del gen RA se produce en pacientes que responden
inicialmente a la terapia de deprivacién androgénica, y posteriomente recaen.
La amplificacion del receptor estaria relacionado con el crecimiento de
poblaciones de células tumorales sensibles a niveles bajos de andrégenos
circulantes (Koivisto y col., 1997).

Estos hechos apoyan la hipétesis que el factor hormonal adquiere un papel

fundamental en la etiopatogenia del cancer de préstata.
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1.4.5- FACTORES DIETETICOS.

Entre los diferentes factores de riesgo implicados en el cancer prostatico, los
factores nutricionales parecen tener un papel fundamental, como lo demuestran
las distintas incidencias de la neoplasia segun su distribucion geografica
(Schulman y col., 2000).

Diversos estudios epidemiolégicos han apuntado que la etiologia del cancer
prostatico depende de factores medioambientales y genéticos. Asi, se ha
demostrado una baja incidencia de la neoplasia en los paises asiaticos, donde
la dieta es pobre en grasas animales y rica en fibra y en productos derivados
de la soja. En cambio, en los paises industrializados se observa un mayor

consumo en grasas animales y menor en fibra y vegetales (Miller, 2000).

Estudios realizados en EUA sobre la poblaciéon inmigrante de paises asiaticos,
procedentes de China y Jap6n, demostraron al cabo de unas generaciones, un
aumento en la incidencia de cancer prostético, equiparandose a la incidencia
de la neoplasia observada en la poblacion nativa (Muir y col., 1991) (Morton y
col., 1998).

Entre los distintos factores dietéticos estudiados, parecen tener un papel
fundamental el exceso en el aporte calorico y en el contenido en grasas
animales de la dieta. Estudios recientes han revelado una posible relacién entre
el aporte energético de la dieta y el cancer de prostata. Usando lineas celulares
de tipo Dunning de cancer prostatico andrégeno- dependiente, y la linea
androgeno sensible LNCaP en ratones con inmunodeficiencia combinada,
Mukherjee y col. (1999) observaron que la densidad vascular y la expresion del
factor de crecimiento endotelial vascular disminuian mediante una drastica
restriccidn caldrica y la castracion. Estas observaciones apoyan la hipotesis de
que la restriccion caldrica reduce el crecimiento tumoral mediante la inhibicién

de la angiogénesis.
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En un estudio de casos-controles el riesgo de padecer cancer de proéstata
resulté hasta un 70 % mayor en individuos situados en el cuartil superior de
consumo caldrico respecto a los situados en el cuartil inferior (Rohan y col.,
1995). Sin embargo, un estudio de cohortes realizado en Holanda por
Schuurman y col. (1998) con 58.279 individuos de 55 a 69 afios, no evidencio
ninguna asociacion entre el consumo caldrico, contenido en grasas totales de
la dieta, de acidos grasos saturados y trans-insaturados, y el riesgo de cancer
prostatico.

Diversos estudios en lineas celulares de cancer de prostata han demostrado
que el acido araquidénico procedente de la grasa de origen animal, mediante
su conversion a acido 5-hidroxieicosatetranoico (5- HETE), es capaz de
prevenir la muerte celular programada cuando se administra por via exégena, y
su disminucion induce la apoptosis. Se ha postulado que la grasa de origen
animal estimularia la produccibn de andréogenos, con la consecuente
estimulacién hormonal prostatica, pudiendo incrementar el riesgo de aparicion
de tumores hormono-dependientes (Montironi y col., 1999).

Pero las interrelaciones con otros factores presentes en la dieta son complejos
y dificiles de analizar mediante estudios de casos controles.

Los acidos grasos poli-insaturados, en concreto el acido linoleico, podria tener
efectos nocivos sobre el DNA y sobre otros componentes celulares, reduciendo
también la actividad del enzima 5a-reductasa (Montironi y col., 1999).. En
cambio, los &cidos grasos Omega-3 han demostrado in vitro un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de diversas lineas celulares de cancer de prostata,
mediante la inhibicién de la actividad proteolitica de enzimas implicados en la

invasion tumoral (Pandali y col., 1996).
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Otros micronutrientes y vitaminas estudiados en su posible implicacion en el
cancer prostatico son los carotenos, como el licopene, con actividad anti-
oxidante (Krinsky, 1998) y la vitamina A, que inhibe la proliferacién celular
mediante la interaccion con receptores nucleares implicados en el crecimiento y

diferenciacion celular (Peto y col., 1981) (Machlin y col., 1987).

Por dltimo, diversos estudios han apuntado que productos derivados de la soja,
tendrian un efecto beneficioso en la prevenciébn del cancer prostatico,
reduciendo los niveles hormonales de andrégenos, mediante una inhibicion del
enzima 5 a-reductasa. Principalmente los isoflavonoides, que han demostrado
capacidad de inhibicidon de la angiogénesis en modelos animales, mediante la
inhibicion de la proliferacion celular y de diversos enzimas que actuarian
promoviendo el crecimiento celular, y estimulando la apoptosis (Bylund y col.,
2000).

1.4.6- FACTORES AMBIENTALES.

El hecho de observar una mayor incidencia del cancer prostéatico en los paises
industrializados, como EUA y los paises nérdicos, y en la poblacion urbana
respecto a la rural, avala la importancia de los factores ambientales en la

etiopatogenia de esta neoplasia (Sharma-Wagner y col., 2000).

Se han identificado varios componentes quimicos, que actuando como
promotores o directamente como carcindgenos, favorecerian el desarrollo de la
enfermedad. Diversos estudios han apuntado la importancia del cadmio y los
pesticidas como agentes carcin0genos humanos a nivel prostatico (Kipling y
col., 1977) (Morrison y col., 1992). Otras investigaciones han encontrado una
relacion ocupacional con el cancer de prostata, como agricultores, trabajadores
del metal, mecéanicos, impresores, pintores, fontaneros, etc..., sin que se haya
podido confirmar claramente su relacion con la etiopatogenia tumoral (Flanders,
1984).

Por ultimo, un elevado numero de estudios epidemiolégicos han intentado
relacionar el tabaco con un aumento del riesgo de cancer de proéstata (Pour,
1983) (Nomura y col., 1991).
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Actualmente, el habito tabaquico no estd considerado generalmente como
factor de riesgo del cancer prostatico, aunque algunos estudios han reportado
una asociacién positiva (Colditz, 1996) (Mills y col., 1989) (Cerhan y col., 1997)
(Hsing y col., 1991).

En otros trabajos tan sélo se ha observado una débil asociacion entre el habito

tabaquico y una disminucion en la supervivencia por cancer de prostata
(Rodriguez y col., 1997) (Coughlin y col., 1996).

1.4.7- MISCELANEA.

En la actualidad no existen datos concluyentes que relacionen diversos
factores antropométricos ( altura, peso, indice de masa corporal, y otros ) con
el riesgo de desarrollar cancer de prostata (Calle, 2000). Se ha propuesto que
las relaciones observadas en algunos estudios entre factores antropométricos y
el cancer de prostata, se explicarian por una interaccion de factores
hormonales, principalmente los andrégenos, y el factor de crecimiento
insulinico (IGF), que han demostrado estimular el crecimiento de las células

prostaticas normales y tumorales.

Existen estudios que han encontrado una asociacion entre el habito endlico y el
riesgo a desarrollar cancer de préstata (Hayes y col., 1996), pero los datos
epidemiolégicos disponibles actualmente no apoyan un papel etiolégico de la
ingesta de alcohol en el cancer de prostata (Breslow y col., 1998).

La vasectomia ha sido otro factor de riesgo ya apuntado en relaciéon con el
cancer de prostata. En 1984 un estudio prospectivo (Massey y col., 1984)
establecid la posibilidad de una relacion entre la vasectomia y el carcinoma
prostatico. Posteriormente se publicaron dos trabajos epidemiolégicos
retrospectivos significativos (Rosenberg y col., 1990) (Mettlin y col., 1990) que
llevaron a la discusién del tema en paneles de expertos, sin que se hallaran

resultados significativos adicionales que confirmaran dicha hipétesis.
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Publicaciones recientes han demostrado una ausencia de relacion significativa
entre vasectomia y cancer de préstata (Bernal y col., 1998) (Lesko y col.,
1999).

Por ultimo, los trabajos sobre el papel de diversos factores como la actividad
fisica (Hackney, 1996) (Liu y col., 2000), el nivel socio-econémico (Lund y col.,
2000) (Harvei y col., 1997), la diabetes (Steeland y col., 1995) (Giovanucci y
col., 1998), y agentes infecciosos como el papilomavirus y los herpesvirus
(Serth y col., 1999) (Dillner y col., 1998) (Hisada y col., 2000) (Centifanto y col.,

1973) no han podido demostrar una asociacioén con el carcinoma prostatico.
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1.5- FACTORES PRONOSTICOS.

Los factores prondsticos se definen como las caracteristicas de una

enfermedad que nos permiten predecir la_conducta biolégica en un individuo

determinado.

En el cAncer de prostata existen diversos factores que definen su naturaleza,
como marcadores bioldgicos, factores relacionados con el grado y el estadio
tumoral, y factores que permiten pronosticar la respuesta al tratamiento a corto
plazo. Dependiendo de la evolucion esperada un paciente puede ser tratado
con intencién curativa, con riesgo de producir una morbilidad yatrogénica
considerable, o con intencién paliativa, con la finalidad de mejorar la calidad de
vida del paciente. Actualmente, existen dificultades para escoger el tratamiento
Optimo en cada caso, debido a que es dificil predecir el comportamiento del

tumor en cada caso de forma individualizada.

El uso de marcadores prondésticos puede por lo tanto ser crucial para identificar
aguel subgrupo de pacientes con carcinomas prostaticos de comportamiento
mMAas agresivo respecto a los de comportamiento mas indolente.

Los factores prondsticos actualmente se dividen en diferentes categorias,

segun sean factores con valor pronéstico demostrado y que deben ser incluidos

en el informe anatomopatoldgico, o bien aquellos factores con posible valor
pronéstico en fase de evaluacion e investigacibn que todavia no se han

demostrado como factores prondsticos independientes.

La clasificacién en categorias de los factores prondsticos es fruto del consenso

entre dos equipos multidisciplinarios de médicos: el Colegio Americano de
Patologos (CAP) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reunidos para
la evaluacion de los datos existentes en el cancer de préstata (Bostwick y
Foster, 1999) (Bostwick, 2000).
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Tabla 2- Clasificacion de los factores prondsticos del cancer de prostata
(Consenso de la CAP y de la OMS, 1999)

CATEGORIA I:
Factores con valor prondstico demostrado,
informe  anatomo-

recomendados en el

patolégico rutinario.

Estadio Tumoral

Grado Histoldgico

Estado de los margenes quirdrgicos
PSA

Efectos patoldgicos del tratamiento (OMS)

o gk~ w b P

Localizacion anatémica del cancer en la
préstata (OMS)

CATEGORIA II:
Factores con posible valor pronéstico que

requieren de mas evaluacion para recomendar

Ploidia del ADN
2. Tipo histolégico
3. Volumen tumoral ( en biopsias por aguja y

Su uso. en piezas de prostatectomia radical)
Se incluyen en esta categoria factores
prondsticos  recomendados con  datos
incompletos.
CATEGORIA lII: 1. Antigeno de membrana prostético
Factores con alguna evidencia cientifica que especifico
apoya su uso como factor pronéstico o|2. Invasién perineural
diagnostico, pero ain no recomendado. 3. Invasion vascular o linfatica
También se incluyen los factores de|4. Densidad microvascular
significado incierto. 5. Factor transformante f, integrinas, etc...
6. Marcadores de proliferacion celular y de

apoptosis
7. Morfometria nuclear
8. Receptores androgénicos
9. Diferenciacion neuroendocrina
10. Marcadores genéticos

11. Otros factores,...,
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1.5.1- FACTORES PRONOSTICOS DE CATEGORIA |

1.5.1.1- Estadio Tumoral.

La correcta estadificacion del cancer prostatico determinara la eleccion de la
estrategia terapéutica mas adecuada, permitiendo ademas la homogeneizacion
de criterios clinico-patolégicos que puedan determinar en Ultima instancia
casuisticas comparables.

El primer sistema de clasificacion fue creado en 1956 por Whitemore, y
posteriormente modificada por Jewet en 1975. Actualmente el Comité de la
OMS recomienda la clasificacion pTNM para la estadificacion patologica.
(Tabla-3) (Figura 6).

Los adenocarcinomas prostaticos en estadio T1 no son palpables ni visibles por
técnicas de imagen confinados a la glandula prostatica. Suelen detectarse en
resecciones transuretrales (RTUs) con clinica de hiperplasia prostatica benigna
0 por biopsia prostética aleatoria tras marcadores elevados (Figura 7).

El material resecado es limitado y generalmente no incluye representacion de
la zona periférica y apical. Asi, el 92 % de los pacientes muestran carcinoma

residual en la pieza de prostatectomia radical (Epstein y col., 1988).

Los pacientes en estadio T2 con adenocarcinomas Organo-confinados tienen
un prondstico excelente, con mas del 90% libres de enfermedad a los 5 afios
(Wheeler y col., 1998).

Tabla 3- Clasificacion TNM. 6° edicién (2003).

(T: estadio local del tumor, N: afectacion ganglionar, y M enfermedad metastasica)
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ESTADIO LOCAL

( T:Tumor primario)

Tx : No se puede evaluar el tumor primario.
To : No hay evidencia de tumor primario.
T1 : Tumor no evidente clinicamente, no palpable ni visible por
técnicas de imagen.
e Tla: Hallazgo histolégico incidental en el 5% o
menos del tejido resecado.
e Tlb: Hallazgo histolégico incidental en mas del 5%
del tejido resecado.
e Tilc: Identificacion por puncion biopsia aleatoria/
marcadores elevados.

T2: Tumor limitado a la préstata.
e T2a: El tumor abarca la mitad de un I6bulo o menos.
e T2b: El tumor abarca més de la mitad de un I6bulo,
pero no ambos Iébulos .

e T2c: El tumor abarca ambos I6bulos.

T3: Tumor que se extiende a través de la capsula prostatica.
e T3a: Extension extracapsular (unilateral o bilateral)

e T3b: Invasion de vesiculas seminales.

T4: Tumor fijo o que invade estructuras adyacentes distintas
de las vesiculas seminales: cuello vesical, esfinter externo,

recto, musculos elevadores del ano y/o pared pélvica.

AFECTACION GANGLIONAR

(N: Ganglios linfaticos

regionales)

Nx: No es posible evaluar los ganglios linfaticos regionales.
No: Ausencia de metastasis ganglionar regional.

N1: Metastasis en ganglios linfaticos regionales.

ENFERMEDAD
METASTASICA

(M: Metéstasis a distancia)

Mx: Metastasis a distancia no evaluable.

Mo: Ausencia de metéastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia:
e Mla: Afectacion de ganglios linfaticos no regionales.
e Milb: Huesos.

e Mdic: Otras localizaciones.
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El adenocarcinoma prostatico presenta extension extraprostatica hasta en el
90% segun las series (Robinette y col.,, 1984). Los casos con infiltracion
capsular focal representan un grupo de pronéstico intermedio entre los casos
organo-confinados y los casos con afectacion extraprostatica extensa (Epstein
y col., 1993) (Figura 8).

Por otro lado, se ha observado que los carcinomas prostaticos que invaden las
vesiculas seminales suelen tener un mal prondstico y se asocian a tumores de
alto grado, de gran volumen, con extension extraprostatica y metastasis

ganglionares (Ohori y col., 1993).

La presencia de metastasis ganglionares en cadenas linfaticas obturatrices N1
afecta hasta un 40% de casos (Fowler y col., 1981), conlleva invariablemente
hacia la progresion tumoral. Por ultimo, las metastasis fundamentalmente
o0seas (M1) aunque pueden detectarse en higado y otros 6rganos solidos, se
producen en la fase final de la enfermedad, asociandose a un crecimiento

tumoral independiente de los andrégenos (Figura 9).
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1.5.1.2- GRADO HISTOLOGICO.

Debido a la gran heterogeneidad del céancer de préstata que dificulta la
valoracion de su comportamiento biolégico y limita la correlacion
histopatolégica con la evolucion de la enfermedad, surge la necesidad de
establecer protocolos de gradacién histologica.

Los sistemas mas utilizados actualmente son: el patrén combinado de
Gleason(*) y el sistema de la OMS (Bostwick y col., 1999).

Otras antiguas clasificaciones como la de Broders (1926), Gaeta (1981) y MD

Anderson (1982) han sido sustituidas por la gradacién histologica de Gleason .

1.5.1.2.a- Sistema de Gleason.

Es en la actualidad el sistema mas utilizado. Fue desarrollado y evaluado por la
“Veteran Administration Cooperative Urological Research Group” (VACURG),
que estudio el cancer prostatico en un estudio clinico prospectivo aleatorio con
mas de 4.000 pacientes de 20 hospitales de la Veteran Administration (VA), en
los EUA, desde 1960 a 1975.

Este sistema fue publicado por DF.Gleason en el afio 1966, y redefinido en
1974y 1977.

Los patrones histoloégicos observados se categorizan por la extension de la
diferenciacion glandular, y el patron de crecimiento del tumor en el estroma
prostatico (Figura 10). Asi, se obtienen 5 grados. El grado 3 se divide a su vez
en 3A,3B y 3C, y los grados 4 y 5 se dividen en 4A y 4B, 5A y 5B,

respectivamente.

En los trabajos de Gleason y col. (Aihara, 1994), se evidencié que en mas del
50% de los casos, el carcinoma prostatico contenia dos o mas patrones
arquitectonicos. Ademas, se observo que el nimero de patrones aumentaba
con el volumen tumoral.

Por otro lado, observaron que en el 53% de los casos que mostraban multiples
patrones se podia reconocer un carcinoma de alto grado entre zonas

moderdamente y bien diferenciadas (Aihara, 1994).



En el sistema de Gleason esta gran heterogeneidad tumoral queda reflejada
asignando un primer grado al patron dominante (el mas observado), y un
segundo grado al segundo patron mas frecuente.
Ambos grados se suman para obtener valores comprendidos entre el 2 y el 10,
dando lugar al denominado patron combinado de Gleason .
Asi quedan establecidos los adenocarcinomas:

- bien diferenciados: valores de 2 a 4

- moderadamente diferenciados: valores de 5 a 7

- mal diferenciados: valores de 8 a 10

La gradacion microscépica del carcinoma prostatico se ha correlacionado de
forma significativa con la extension local de la enfermedad, la incidencia de
metéstasis ganglionar y 0sea, la respuesta terapéutica, y la supervivencia
(Ross y col., 2002).

El sistema de gradacién de Gleason se ha correlacionado asimismo con otros
marcadores de agresividad biolégica, como son el aumento de la proliferacién
celular, la presencia de poblaciones celulares aneuploides, la activacion de
oncogenes, y la mutacion de genes supresores tumorales (Ross y col., 2002).
Ademas, el grado de Gleason ha sido altamente predictivo de una rapida
progresion de la enfermedad reflejado en el PSA post-operatorio (Koch y col.,
2000).

A pesar de que el sistema de Gleason es uno de los predictores mas potentes
del comportamiento biologico y potencial metastasico del cancer prostatico, no
ha sido capaz, utilizado de forma aislada, de predecir el prondstico en la

mayoria de estudios (Ross y col., 2002).

El poder prondéstico del patron combinado de Gleason ha demostrado ser
mayor en los tumores bien diferenciados (grado:2-4), y mal diferenciados
(grado:8-10), que en los moderadamente diferenciados (grado:5-7), mostrando

una agresividad biolégica heterogénea poco predecible.
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En las biopsias por aguja, existe una mayor correlacion con la pieza de
prostatectomia en los casos moderadamente y pobremente diferenciados
(Bostwick, 1994). Las discrepancias son mayores en los adenocarcinomas con
Gleason bajo (2-4), y en biopsias con escaso material (Mills, 1986).

Existe ademas una considerable variabilidad inter- y intra-observador que
dificulta el uso del patron de Gleason como indicador prondstico en pacientes
con cancer de prostata.

La experiencia es fundamental para evitar la sobre o infragradacién de los
tumores, y para aumentar la concordancia entre el diagndstico en la biopsia

con aguja y la pieza de prostatectomia radical.

1.5.1.2.b- Sistema de Mostofi (OMS).

Fue descrito por Mostofi en el afio 1975, y subdivide el carcinoma prostatico en
base a la diferenciacion glandular y la anaplasia nuclear.

La diferenciacion glandular se clasifica en cuatro grados, del grado 0, con un
100% de glandulas diferenciadas, al grado 4, que muestra un componente
tumoral pobremente diferenciado que constituye mas del 25% del total tumoral.
La anaplasia nuclear se valora desde el grado 1, con anaplasia nuclear leve,
hasta el grado 3, con marcados cambios nucleares.

Sumando ambos grados se obtiene una escala aditiva que va desde el 1 al 7,
qgue se correlacionan con el prondstico. Este sistema de clasificacidn esta

actualmente en desuso.

1.5.1.3- ESTADO DE LOS MARGENES QUIRURGICOS.

Actualmente con la nueva clasificacion pTNM se introduce un descriptor R1
para indicar margen (+) o enfermedad microscopica residual. La presencia de
células tumorales en el margen de reseccion puede ocurrir como enfermedad
extraprostatica (pT3), intracapsular, o intraprostatica (pT2), dependiendo del

plano de diseccion quirdrgico.
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Asi, existen casos con margenes positivos que son erroneamente incluidos en
la categoria pT3. Ademas es importante la localizacion exacta del margen
positivo, ya que la infiltracion del apex prostéatico tiene menor impacto negativo

gue en otras localizaciones.

La OMS recomienda que el informe anatomo-patolégico incluya la presencia,
localizacion, y extensién de la infiltracion tumoral en todos los margenes
quirdrgicos. También recomienda informar sobre la presencia de glandulas
prostaticas benignas en los margenes de reseccion, ya que podrian aumentar
la produccién de PSA después de la cirurgia.

El grupo de CAP recomienda la identificacion y localizacion de los margenes
quirargicos positivos (Gleason y col., 1977) pero reconoce la enorme
variabilidad en la definicibn de margen positivo, y las discrepancias en el

método utilizado para examinar dichos margenes.

La infiltracion tumoral de los margenes quirdrgicos afecta de forma significativa
a la progresion de la enfermedad, y se correlaciona con tumores de alto grado
y poblaciones celulares aneuploides (Epstein y col., 1993) (Cheng y col., 1999).
Ademas, se ha evidenciado que los casos con margenes positivos mostraban
unos niveles de PSA superiores en el momento del diagnéstico (Humphrey y
col., 1993) (Epstein y col., 1996).

Finalmente, se destaca que la longitud del margen afectado puede ser
importante, y se recomienda incluirla en el informe ya que tiene un valor
pronéstico contrastado. Aunque la localizacion y el método para medir la

longitud afectada son todavia cuestiones que permanecen abiertas.

1.5.1.4- Antigeno prostatico-especifico (PSA).

El antigeno prostatico especifico (PSA) es considerado actualmente el
marcador mas importante para la deteccion precoz y el cribaje del cancer de

préstata.
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Fue inicialmente descrito por Wang y col. en 1979. Es una glicoproteina
secretada por las células luminales de los acinos y conductos prostaticos al
liguido seminal. Su funcién fisiolégica es licuar el gel seminal mediante su

accion serin-proteasa.

Es producido tanto en el tejido prostatico benigno, como en las células del
cancer de prostata. Sus niveles en suero pueden variar con las manipulaciones
de la glandula prostéatica (sondaje, tacto rectal,...), también dependiendo del

volumen y grado tumoral, y de otros factores (Morote y col., 2000).

El PSA presenta una sensibilidad elevada para la deteccion del cancer
prostatico. Sin embargo, es poco especifico, ya que se ha detectado PSA de
origen no prostatico, incluso en el suero de mujeres, aunque en niveles muy
bajos (Filella y col., 1996). Se ha hallado que el PSA muestra una mayor
sensibilidad para la deteccion del cancer prostatico, cuando se establece el
valor de corte de 4,0 ng/ml, que es valor recomendado internacionalmente.

Por otro lado, el PSA puede estar elevado en un 20% de las hiperplasias
benignas de prostata, y en cambio en algunos canceres localizados sus niveles

pueden encontrarse dentro de la normalidad (Lee, 1989).

Diversos estudios han reportado la utilidad clinica de los niveles de PSA
valorado conjuntamente con otros parametros, como el grado tumoral, el tacto
rectal, y el estudio ecografico, para establecer la posibilidad de diseminacién
extraprostatica y de metastasis ganglionar (Morote y col., 2000, 2002). También
es muy Util para la monitorizacion de los pacientes y después de su diagnéstico

inicial y tratamiento (Drago y col., 1989).

Actualmente, se considera que la lesion de PIN no produce un aumento
significativo del PSA. Cuando un paciente diagnosticado de PIN muestra unos
niveles elevados de PSA, se recomienda la repeticion de la biopsia, debido a la

posibilidad de un carcinoma prostatico acompafiante no detectado inicialmente.
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El PIN es una lesion intraepitelial, y el PSA sintetizado por las células luminales
es secretado al liquido seminal mas que al estroma y a los vasos sanguineos
(Montironi y col., 2000).

Para aumentar la sensibilidad y especificidad del PSA sérico, se han calculado
diversos indices, como la densidad del PSA, la velocidad del PSA, y
especialmente el porcentaje de PSA libre. La determinacion del PSA libre
respecto al valor del PSA total ayuda a discriminar entre el cancer de préstata y
las enfermedades prostéaticas benignas (Morote y col., 1999).

El CAP manifiesta que las medidas derivadas del PSA (como el porcentaje de
PSA libre) todavia se consideran factores prondsticos de categoria lll, ya que

actualmente existe una importante variacion en la informacion reportada.
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1.5.2- CATEGORIA I

1.5.2.1- Contenido de ADN ploidia .

La mayoria de estudios retrospectivos apoyan la aneuploidia del ADN en
piezas de prostactectomia radical como factor predictivo independiente de un
mal prondstico en el cancer de préstata (Winkler, 1988). Pero su papel clinico
esta aun en discusion ( Montgomery y col., 1990).

Numerosos estudios sugieren que el analisis de ploidia ofrece informacion
prondstica adicional, pero no se recomienda su uso de forma rutinaria, ya que
no existe un consenso respecto el método estandar a utilizar (Peters y col.,
1990 y 1992). Algunos tumores por su pequefio tamafio excluyen la utilizacién

del inico método actualmente estandarizado, la citometria de flujo.

La utilizacién de técnicas de imagen en muestras de core-biopsia prostatica
para el analisis de la ploidia del ADN, ha demostrado la presencia de ADN
aneuploide que se correlaciona con el estado de ploidia en las
correspondientes piezas de prostatectomia y se comporta como un factor
predictivo independiente del prondstico de la enfermedad (Ross y col., 1994).

Todavia existe la necesidad de mas estudios que permitan llegar a un
consenso y a la estandarizacion de los métodos de analisis de imagen para

recomendar su uso clinico.

1.5.2.2- Volumen Tumoral en biopsias por aguja.

Se recomienda incluir en el informe anatomo-patolégico de cancer prostatico
los siguientes aspectos: n° de cilindros afectados, porcentaje de cilindro
afectado, longitud total (mm) de tumor en todos los cilindros y longitud maxima
Gnica (mm) de tumor en cualquier cilindro y porcentaje total de biopsias
afectadas (area de la superficie afectada). Existe enorme variabilidad sobre
como cuantificar los cilindros , como valorar los casos fragmentados, y sobre
como contar dos focos independientes de tumor en la misma biopsia cuando

existe tejido no tumoral entre ambos focos tumorales.
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1.5.2.3- Volumen Tumoral en la pieza de prostatectomia.

No existe un método aceptado de cuantificacion de volumen tumoral, debido a
que el tallado parcial frente al total de la pieza de prostatectomia sigue siendo
una cuestion no resuelta. No obstante, se recomienda incluir en el informe
anatomo-patolégico la extension intraprostatica del tumor, que debe ser
evaluada por algun método estandar que permita reportar el porcentaje de
tumor en la muestra analizada. En aquellos casos de inclusion total en bloque
grande (de secciones de 3 mm. de grosor) se ha sugerido la formula :

Y(a x b x ¢ x fc) siendo a, b y ¢ diametros maximos del tumor en cada

seccion y fc el factor de correccion de la elipse que es 1.4.

1.5.2.4- Tipo histoldgico de carcinoma.

El CAP recomienda incluir en el informe el subtipo histolégico (células
pequefias, ductal, mucinoso,...), ya que tiene implicaciones prondsticas y
terapéuticas significativas. Si bien el adenocarcinoma de tipo acinar originado
en la zona periférica prostatica constituye mas del 90% de los casos
diagnosticados de cancer prostatico, existe un 10% de casos que corresponden

a otros subtipos histolégicos:

*El adenocarcinoma ductal es un tumor infrecuente (<1%) que se origina a
partir de los ductos periuretrales prostaticos puede tener un patron tubulo-
papilar o cribiforme (Randolph y col., 1997) (Kuhadja y col., 1984). La mayoria
de casos muestran asociado un componente acinar tipico (80%), y pueden
observarse en la prostata perférica. Presenta imunoreactividad para el PSA 'y la
fosfatasa acida prostatica (PSAP) y suele diagnosticarse ya en estadios
avanzados sin correlacionarse con niveles elevados de PSA.

El grado asignado de Gleason depende de la arquitectura, oscilando entre un
grado 3 (tumor cribiforme regular, bien circumscrito), grado 4 (masas
irregulares cribiformes y papilares) y el grado 5 (comedonecrosis). En general
tiene un curso mas agresivo que el adenocarcinoma convencional (Bock y
Bostwick, 1999).
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*El carcinoma mucinoso o coloide produce abundante mucina extracelular.
Suele adoptar un patrén predominante cribiforme con areas glomeruloides y
muestra asimismo inmunoreactividad para PSAP y PSA. Se considera un tumor
de grado de Gleason 4, y suele presentar respuesta a la hormonoterapia
aungue frecuentemente evoluciona a enfermedad metastasica (Epstein y col.,
1985).

*El carcinoma de células en anillo de sello es una forma rara de carcinoma
prostatico de alto grado indiferenciado (grado 5 de Gleason), con
inmunoreactividad para la fosfatasa acida prostatica (PSAP) y el PSA. Suele
presentarse junto al adenocarcinoma acinar tipico y tiene muy mal prondéstico
(Alline, 1992) (Ro y col., 1988). La mayoria de estos tumores suelen
presentarse en estadios avanzados, con una supervivencia de 30 a 60 meses

tras el diagnastico.

*El carcinoma basaloide y adenoide quistico de prostata es muy poco
frecuente. Se cree originado a partir de las células basales o con menor
probabilidad de las glandulas seromucinosas periuretrales. La inmunotincion
para el PSA y el PSAP es negativa, y su comportamiento esta poco definido,
aunque se han descrito raramente metéstasis a distancia (Kuhajda y col.,
1984).

*El carcinoma adenoescamoso y el carcinoma escamoso puro se han
relacionado con el tratamiento hormonal y la radioterapia. El carcinoma
escamoso puro es muy poco frecuente, y se ha descrito su aparicion en
adenocarcinomas convencionales tratados con estrogenos, aunque puede
desarrollarse de novo a partir de células indiferenciadas pluripotenciales (Saito
y col., 1984) (Moyana, 1987).

*El carcinoma de indiferenciado célula pequefia suele estar asociado al
adenocarcinoma acinar convencional (50%). Las células neuroendocrinas se
identifican frecuentemente en el adenocarcinoma convencional, pero este
término debe restringirse a aquellos casos puros 0 mixtos con criterios

morfologicos idénticos al carcinoma de célula pequeiia del pulmon o de otras
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localizaciones . Presenta inmunoreactividad para marcadores neuroendocrinos.
El pronéstico es muy malo, con una media de supervivencia de 7,7 meses (Ro
y col., 1987).

*El carcinoma de células transicionales puede ser primario prostatico o de la
uretra prostatica (0,7-2,8% de los tumores prostaticos del adulto), pero
generalmente es secundario y extrinseco por invasion de la préstata a partir de
un carcinoma primario transicional de vejiga urinaria (45% de los carcinomas
de vejiga). El carcinoma transicional primario prostatico es un tumor con
inmuntincion positiva para citoqueratina 7 y 20, y negativa para el PSAP y el
PSA. Tiene un pronostico desfavorable siendo refractario al tratamiento
hormonal (Johnson y col., 1972).

*El carcinoma de tipo linfoepitelioma (carcinoma indiferenciado con estroma
linfoide) es extraordinariamente raro. Muestra nidos de células indiferenciadas
de patrén sincitial en un estroma linfoide denso. Tan sélo se han reportado dos
casos con un significado prondstico incierto (Adlakha y Bostwick, 1994).

*Los carcinomas sarcomatoides y carcinosarcomas son tumores bifasicos
rapidamente progresivos, constituidos por un componente de adenocarcinoma
y otro componente sarcomatoso. Algunos autores usan el término de
carcinosarcoma en tumores con componentes heterélogos, y de carcinoma
sarcomatoide en su ausencia. La inmuhistoquimica muestra positividad focal
para PSA, PAP y queratinas en el componente epitelial, mientras que el
componente sarcomatoso puede mostrar positividad para la vimentina, S-100,
actina y desmina. Su prondstico es desfavorable, con supervivencias que
varian entre 9,5 y 48 meses segun las series (Lauwers y col., 1993) (Shannon y
col., 1992).
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1.5.3- CATEGORIA llI

1.5.3.1- Invasién perineural.

En las piezas de prostatectomia radical la presencia de invasion perineural
carece de significado prondstico. En la mayoria de casos de adenocarcinoma
de la zona periférica se pueden identificar focos de invasion perineural (75-84%
de los casos). Ha sido demostrado que la invasion perineural no representa
una invasion vascular o linfatica tumoral, sino que refleja la infiltracion
neoplasica a través de planos de menor resitencia tisular cercanos a los filetes
nerviosos . Se ha evidenciado que este es uno de los principales mecanismos

que utiliza el carcinoma prostatico para su extension extraprostatica.

En diversos estudios la invasion perineural ha demostrado ser un factor
predictivo de progresion tumoral en andlisis univariados, mientras que carece
de significado en analisis multivariados (Ravery y col., 1994). Recientemente se
ha sugerido que la presencia de invasién perineural en biopsias por aguja
puede tener un valor predictivo independiente de la evolucion de la enfermedad
después de la prostatectomia radical en casos de cancer localizado ( D'’Amico y
col., 2001).

1.5.3.2- Micrometastasis ganglionar.

El CAP destaca las diferencias existentes en el método utilizado para sus
evaluacion , incluyendo estudios inmunohistoquimicos y métodos moleculares.
Actualmente, no existe un acuerdo en la definicion de micrometastasis en el
cancer prostatico, y la significacion clinica de pequefios focos de carcinoma en
los ganglios linfaticos es incierta. Es aceptado como micrometastasis una

metastasis ganglionar confirmada histolégicamente igual o inferior a 2mm.



1.5.3.3- Diferenciacion neuroendocrina.

La diferenciacion neuroendocrina en la prostata fue descrita inicialmente por
Azzopardi y Evans en 1971, evidenciando que el 10% de los carcinomas
prostaticos contenian células argentafines. Posteriormente, diversos
investigadores han confirmado estos hallazgos hasta en el 47% de canceres de
préostata (Abrahamsson y col., 1987). Los trabajos mas importantes son los de
di Sant'Agnese PA, que evidencio las implicaciones prondsticas y terapéuticas
de la diferenciacion neuroendocrina en el cancer prostatico (di Sant'/Agnese,
1992 y 1996).

El carcinoma prostatico puede mostrar diferentes formas con diferenciacion
neuroendocrina, como el carcinoma neuroendocrino de células pequefias y el
carcinoide. Si exceptuamos estas variantes morfologicas, en el
adenocarcinoma prostatico convencional también se pueden observar areas de

diferenciaciéon neuroendocrina focal.

Diversos estudios han intentado relacionar la diferenciacion neuroendocrina
con el prondstico, generando resultados contradictorios. Algunos estudios han
demostrado una correlacion con el grado y el estadio tumoral, pero en otros no
se ha demostrado ninguna correlacion (di Sant'/Agnese, 2000).

Los adenocarcinomas prostaticos con extensa diferenciacion neuroendocrina
pueden ser resistentes a la terapia hormonal debido a la falta de receptores

androgénicos de las células neuroendocrinas.

1.5.3.4- Morfometria nuclear.

Diversos estudios han intentado correlacionar mediante técnicas de analisis de
imagen el tamafo, forma, textura nuclear, y el niumero, forma y tamafio de los
nucleolos con el prondstico en el cancer de prostata. Su uso como factor
prondéstico se ha visto dificultado por la variabilidad y dificultad de las técnicas
de imagen utilizadas, asi como la escasa reproducibilidad de los resultados
obtenidos (Blom y col., 1990).
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1.5.3.5- Marcadores de proliferacion celular.

Se han desarrollado una gran variedad de técnicas para medir la proliferacién
celular en los tejidos. En el cancer de préstata, los métodos principales son la
utilizacion de marcadores inmunohistoquimicos, y el estudio de la fase S por
citometria de flujo o mediante técnicas de analisis de imagen con histogramas

de cuantificacion del ADN.

El analisis inmunohistoquimico con el marcador de proliferacion celular MIB-1/
Ki67, es actualmente la técnica de eleccién en tejidos parafinados. Se ha
demostrado que indices de proliferacién celular superiores al 16-20%
detectados con el MIB-1/ Ki67 se asocian a niveles altos de proliferacion celular
tumoral con mal prondstico (Goel y col., 1996) (Scalzo y col., 1998).

Ademas, la sobreexpresion de MIB-1 se ha asociado a resistencias en el
tratamiento (Scalzo y col., 1998) y es un factor predictivo del prondstico incluso
en pacientes con metastasis ganglionar (Cheng y col., 1999).

El estudio de la fase S por citometria de flujo y las técnicas de andlisis de

imagen, han sido de menor utilidad clinica para el cancer de préstata.

1.5.3.6- Oncogenes y genes supresores tumorales en el Cancer de

Préstata.

El proceso de carcinogénesis implica multiples cambios genéticos con
activacion de oncogenes que promueven el crecimiento celular, y la pérdida o
inactivaciéon de genes supresores tumorales que regulan de forma negativa
dicha proliferacion.

El adenocarcinoma prostatico muestra una gran heterogeneidad morfolégica
que se refleja a nivel genético. El desarrollo de técnicas de microdiseccion
tisular permitira el estudio de las lesiones de PIN, de carcinoma y tejido
benigno, estableciendo el patron evolutivo de carcinogénesis que se inicia en el
PIN y progresa hasta el carcinoma invasor (Emmert-Buck y col., 1995) (Qian y
col., 1995).
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Los oncogenes tienen un papel fundamental en el desarrollo de neoplasias
epiteliales del tracto gastrointestinal y del aparato respiratorio. En el
adenocarcinoma prostatico los oncogenes parecen tener un papel limitado en
el establecimiento y desarrollo de la neoplasia (Isaaks y col., 1997) (Wang y
col., 1997) . Los genes ras, frecuentemente mutados en neoplasias epiteliales
del tracto gastrointestinal, hepatobiliar, y respiratorio, muestran escasas
alteraciones en el cancer de prostata, reflejados en diversas lineas celulares y
modelos experimentales de cancer prostéatico (Neto y col., 1994).

La amplificacién del gen myc ha sido estudiado en el cancer de prostata, pero
no se ha asociado a una progresion de la enfermedad. Por otro lado,
mutaciones del gen myc se han asociado al desarrollo de un fenotipo
refractario a los andrégenos (Ross y col., 1993).

La amplificacion del gen HER2/neu (c-erbB-2) o la sobreexpresion de su
proteina, se han asociado en el cancer de prostata a un mal prondstico (Ross y
col., 1993) ( Morote y col., 1999). Sus niveles de ARN mensajero se han
correlacionado con el desarrollo de metéastasis y con una falta de respuesta al

tratamiento hormonal (Signoretti y col., 2000).

El enzima detoxificante glutation S-transferasa IT , también ha demostrado
estar implicado en el cancer prostatico. Se ha observado una disminucion de su
expresion en la mayoria de carcinomas prostaticos por mecanismos de

metilacion del promotor (Lee W-H y col., 1994).

Por ultimo, estudios recientes han apuntado al papel del enzima alfa-metil-CoA-
racemasa como marcador del cancer prostatico (Luo J y col., 2002). Este
enzima participa en la p-oxidacion de los acidos grasos y en el metabolismo de
los acidos biliares, y su expresion aumenta en el carcinoma con respecto al
tejido benigno. Estudios recientes han sugerido su utilizacién en tejidos como

marcador del cancer prostatico (Rubin y col., 2002) (Jiang y col., 2001).

En cuanto las alteraciones en genes supresores tumorales, diversos estudios
han demostrado la acumulacién de la proteina p53 entre el 13% vy el 23%

segun las series de carcinomas prostaticos (Ross y col., 1997).
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Se han detectado mutaciones de p53 en casos de carcinomas prostaticos
metastasicos (Visakorpi y col., 1991), y un 42% de los casos contienen
mutaciones de p53 mediante técnicas de biologia molecular (Chiy col., 1994).
Por otro lado, se ha demostrado una asociacion positiva entre la
inmunoreactividad nuclear para p53 y un comportamiento agresivo de la
neoplasia (Kallakury y col., 1994) (Navone y col., 1993) (Stackhouse y col.,
1999) (Leibovich y col., 2000) (Borre y col., 2000) (Quinn y col., 2000).

Se han detectado delecciones y mutaciones del gen PTEN (MMAC-1) en lineas
celulares de cancer de prostata (Amanatullah y col., 2000) y en tejido
parafinado. La pérdida de expresion de PTEN se ha asociado a un mayor
grado de Gleason y estadio tumoral (McMenamin y col., 1999).

Por ultimo, el gen del retinoblastoma (pRB) podria estar alterado en un

pequefio subgrupo de canceres prostaticos (Ross y col., 1997).

1.5.3.7- Marcadores de apoptosis en el Cancer de Prostata.

La apoptosis depende de un balance entre proteinas agonistas y antagonistas
que interaccionan entresi formando homo y heterodimeros, cuya proporcion
determinara finalmente una estimulacion o inhibiciébn de la apoptosis. Se ha
demostrado que la deprivacion androgénica en modelos animales induce en la
glandula prostéatica una muerte epitelial masiva por apoptosis (Isaacs y col.,
1992). Dado que la poblacién tumoral es heterogénea, se produce a posteriori
una seleccién de clonas celulares andrégeno independientes que siguen

proliferando sin sufrir apoptosis.

La proteina oncogénica Bcl-2 inhibe la apoptosis y ocupa un papel central su
regulacion (Lu y col., 1996). Se ha demostrado que la neoplasia intraepitelial
prostatica ademas de mostrar un aumento de proliferacion en el epitelio
secretor, se observa también un aumento en la expresion de la proteina anti-
apoptoética Bcl-2 hasta en un 20% de las lesiones de PIN (Bonkhoff y col.,
1998).
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Ademas este aumento se acompafia se una pérdida de receptores
androgénicos (Van der Kwast y col., 1999) y la adquisicién de receptores para
estrogenos (Bonkhoff y col., 1999).

Por otro lado, Bcl-2 ha demostrado ser un marcador pronostico independiente
en el carcinoma prostatico, y niveles elevados de Bcl-2 se han correlacionado
con tumores refractarios al tratamiento hormonal (Moul y col., 1996),
aumentando su expresion en células tumorales andrégeno independientes
(Krajewski y col., 1994).

Entre las proteinas inductoras de la apoptosis destaca el Bax. Esta proteina se
ha detectado en las células basales de la glandula prostéatica, y sus niveles
aumentan en el epitelio secretor prostatico (Shabaik y col., 1994). McConkey y
col. observaron que la linea celular metastésica de cancer de préstata LNCaP
mostraba unos niveles bajos de expresion de Bax. Estas células demostraron
ser mas resistentes a la apoptosis y continuaban proliferando y formando

tumores después del tratamiento con deprivacién hormonal (Raffo y col., 1995).

La proteina p53 es imprescindible en la apoptosis, y participa en la regulacion
de la expresion de Bcl-2 y Bax (Miyashita y col., 1994). En la préstata, la
apoptosis que se observa tras la ablacién androgénica no estaria mediada por
p53, ya que se ha demostrado muerte celular por apoptosis en lineas celulares
PC-3 nulas para la expresion de p53 (Berges y col.,, 1993). En cambio la
transfeccion de p53 en ratones portadores de la linea celular Tsu-prl
defectuosa para p53 es capaz de inducir la apoptosis y suprimir asi el
crecimiento tumoral (Screaton y col., 1992).

Estos hallazgos sugieren que diversos mecanismos moleculares se activan o
suprimen en la regulacién de la muerte celular programada en el cancer de

préstata.
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2. PRINCIPIOS BIOLOGICOS DE LA ANGIOGENESIS.

2.1- FACTORES ANGIOGENICOS.

Se han descrito diversos factores que actian como sefiales que contribuyen a
iniciar el proceso de angiogénesis (Carmeliet, 2000), estos incluyen :

e Situaciones de estrés metabdlico celular (por ej. una baja presion de
oxigeno, y la hipoglicemia).

e Estrés de tipo mecénico en los tejidos (debido fundamentalmente a la
presion generada por las células en proliferacion).

e Enrespuesta a diversas sustancias producidas por células inflamatorias que
infiltran los tejidos.

e Debido a mutaciones genéticas (la activacion de oncogenes, o la pérdida de
genes supresores tumorales que controlan o producen sustancias
reguladoras de la angiogénesis).

En todos estos procesos de desarrollo, fisiologicos y patolégicos, es necesario

un contol estricto del balance entre estimulacion e inhibicion de la

angiogénesis. En las neoplasias este balance se inclina a favor de la formacién

de nuevos vasos (Hanahan y col., 1996).

Existen un numero creciente de sustancias pro- y anti-angiogénicas.

Tabla 4. Factores angiogénicos y anti-angiogénicos en la progresion
neoplasica.
Promotores enddgenos de la angiogénesis
Factor de crecimiento vascular endotelial A, B, C, D
(VEGF-A,-B,-C,-D)

Angiopoyetinas

Angiogenina

Factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF)

Efrinas

Factor de crecimiento hepatocitario (HGF)
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Interleukina-8
Factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF)
Factor transformante 3 (TGF-p)

Factor de necrosis tumoral o (TNF-o)

Inhibidores enddgenos de la angiogénesis
Angiostatina
Endostatina
Factor inhibidor de la angiogénesis derivado del glioma (GD-AIF)
Interferones
Fragmento de prolactina (16Kd)
Trombospondina —1

Inhibidor del factor de crecimiento vascular (VEGI)

2.1.1- FACTOR DE CRECIMIENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

El proceso de angiogénesis esta controlado por sefiales quimicas denominadas
factores angiogénicos. De ellos el mas potente es el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), también llamado factor de permeabilidad vascular
(VPF). Fue descrito en 1983 por Senger y col. como una proteina capaz de
aumentar la permeabilidad vascular en la piel de cerdos de guinea.

Posteriomente, en 1989 Ferrara y Henzel, y paralelamente Plouet y col.
describieron de forma independiente la purificacion y secuenciacién de un
factor mitdgeno especifico de la célula endotelial, al que Illamaron
respectivamente, factor de crecimiento endotelial (VEGF) y vasculotropina.
Estudios moleculares posteriores revelaron que se trataba de la misma

proteina.

La especificidad de VEGF para el endotelio vascular hizo plantearse su papel
clave en la regulacién del crecimiento fisiologico y patolégico vascular (Leung y
col., 1989). El trabajo desarrollado en la ultima década por laboratorios de todo
el mundo ha hecho posible dilucidar el papel del VEGF en la angiogénesis
(Ferrara y col., 1993).
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2.1.1.a- FUNCIONES BIOLOGICAS DE VEGEF.

El factor de permeabilidad vascular o factor de crecimiento endotelial (VPF/
VEGF) es una citoquina muy potente que juega un papel fundamental en el
proceso de la angiogénesis, tanto a nivel de la angiogénesis fisioldgica, com a

nivel de la angiogénesis tumoral. Sus principales acciones son:

e Actua fundamentalmente a nivel de las células endoteliales (Senger y col.,
1993) induciendo cambios en la expression genética de la célula (Pepper y
col., 1992) (Unemori y col., 1992), en su forma (Senger, 1993), estimulando
su division y migracion, y aumentando los niveles de calcio intracelulares
(Connolly y col., 1989) (Favard y col., 1991) (Brock y col., 1991).

« EI VEGF es un potente agente mitdgeno que actla sobre las células
endoteliales de la micro y macrovasculatura de arterias, venas y vasos
linfaticos, careciendo de actividad mitdgena en otros tipos celulares (Ferrara
y Henzel, 1989). Por lo tanto VEGF es considerado un factor mitdgeno
especifico de la célula endotelial.

e Ademas de la acciébn a nivel de las células endoteliales, el VEGF
incrementa de forma potente la permeabilidad vascular (Dvorak, 1995). Es
una via indirecta de estimulacion de la angiogénesis que precede, 0 se
produce de forma simultdnea a su accion sobre las células endoteliales,y

gue ha demostrado ser un paso clave en el proceso de angiogénesis.

e VEGF promueve la angiogénesis de forma sinérgica con en bFGF en
modelos in vitro (Pepper y col., 1993).También es capaz de inducir de forma
potente la angiogénesis en modelos in vivo (Philips y col., 1995).

e VEGF induce la expresion de activadores del plasminégeno de tipo
Uroquinasa y factor Tisular, y también de factores inhibidores del
plasminégeno en cultivos de células endoteliales (Pepper y col., 1991).

Otros estudios han demostrado que VEGF aumenta la expresion de
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receptores de uroquinasa en las ceélulas endoteliales (Mandriota y col.,
1995).

e Se han observado funciones de regulaciéon de VEGF sobre las células
sanguineas (Clauss y col.,, 1990). VEGF es capaz de promover el
quimiotactismo de los monocitos, y de inducir la formacién de colonias de

granulocitos y macrofagos maduros.

e Por otro lado, VEGF ejerce una accion inhibidora sobre las células
presentadoras de antigeno, facilitando que los tumores puedan vencer el

sistema de vigilancia inmunitario del organismo (Gabrilovich y col.,1996).

e En estudios in vitro VEGF induce vasodilatacion de forma dosis-
dependiente, taquicardia e hipotension. Estos efectos parecen ser debidos a
una disminucion del retorno venoso causado por el 6xido nitrico (NO)

porducido por las células endoteliales (Ku y col., 1993) (Yang y col., 1996).

2.1.1.b- ESTRUCTURA DE VEGF.

El gen humano se encuentra localizado en el cromosoma 6p21.3 (Vincenti y
col., 1996), y consta de ocho exones separados por siete intrones. La regién
codificante ocupa 14 Kb (Houck y col., 1991) (Tischer y col., 1991).

La familia de VEGF consta actualmente de cuatro miembros: VEGF-A, que es
el principal miembro implicado en la angiogénesis, VEGF-B, VEGF-C y VEGF-
D, que se encuentra implicado principalmente en la linfangiogénesis.

De VEGF-A existen cuatro isoformas que se generan por mecanismos de
splicing alternativo y constan de: 121, 165, 189 y 206 amino&cidos
respectivamente (VEGF 121, VEGF 165, VEGF 189 y VEGF 206). A VEGF 165
le faltan los residuos codificados por el exdén 6, mientras que a VEGF 121 los
codificados por el exén 6 y 7. Comparado con VEGF 165, a VEGF 121 le faltan
44 aminoacidos (Figura 11).
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VEGF 189 muestra la insercion de 24 aminoacidos, muy ricos en residuos

basicos; y VEGF 206 tiene la insercion adicional de 17 aminodacidos.

VEGF 165 es la forma molecular predominante, y es producida por varios
tipos de células normales y neoplasicas. VEGF 121 y VEGF 189 son
detectados en la mayoria de tejidos que expresan VEGF, mientras que VEGF
206, es una forma muy poco frecuente, que solamente se ha detectado en el
higado fetal humano (Houck y col., 1991).

VEGF 165 es una glicoproteina basica homodimérica que pesa 45 KDa, con
capacidad de union a la heparina. Por otro lado, VEGF 121 es levemente acida
y no se une a la heparina . VEGF 189y VEGF 206, son mas basicas y se unen
a la heparina con mayor afinidad que VEGF 165. Las diferencias en el punto
isoeléctrico y de afinidad a la heparina, son determinantes para la
biodestribucion de VEGF en los tejidos (Houck y col., 1992).

Asi, VEGF 121 se encuentra en el medio en forma libre y soluble; VEGF 165
también es secretada, pero una fraccién importante permanece unida a la

membrana celular y a la matriz extracelular.

En contraste, VEGF 189 y VEGF 206, estan secuestradas en la matriz
extracelular. Estas isoformas son liberadas y solubles por la accién de

sustancias como la plasmina, o la heparina (Park y col., 1993).

Se ha demostrado que la activacion del plasminégeno y la formacion de
plasmina, son muy importantes en las cascada de la angiogénesis. Estos
hallazgos sugieren que VEGF esta disponible al menos, por dos mecansimos
diferentes: de forma libre y soluble (VEGF 121 y VEGF 165) o mediante su
activacion por proteasas a partir de formas de mayor tamafio molecular. Por
tanto VEGF, muestra una gran heterogeneidad estructural y funcional, que le
permita generar una respuesta bioldgica controlada y adecuada a cada proceso

angiogénico.



2.1.1.c- REGULACION DE LA EXPRESION DE VEGF.

- La hipoxia:

La tension de oxigeno es el principal mecanismo de regulacion de VEGF, tanto
in vitro como in vivo. Se ha demostrado que la exposicion de células normales
y neoplasicas en cultivo a bajas tensiones de oxigeno aumenta de forma rapida
y reversible la expresion de VEGF (Minchenko y col., 1994) (Shima y col.,
1995). La isquemia inducida en ratones por oclusion de la arteria coronaria
descendente anterior, produce un dramatico incremento en los niveles de
RNAm, apoyando un papel de VEGF en el proceso de neovascularizacién que
sigue al infarto de miocardio (Banai y col., 1994) (Hashimoto y col., 1994).
Ademas, la regulacion hipéxica de VEGF en células neurogliales ha sido
implicada en el desarrollo de los vasos retinianos (Stone y col., 1995).

La regulacion de VEGF por la hipoxia se produce por una activacién de la
transcripcion, y por mecanismos post-transcripcionales, mediante una
estabilizacion del RNAm (lkeday col., 1995).

Ademas, existen importantes similitudes entre los mecanismos de regulacion
por hipoxia de VEGF vy la Eritropoyetina (Epo). Observdndose homologias entre
una secuencia de 28 pares de bases en el promotor 5 de VEGF y el factor
hipoxico-inducible (HIF-1) del gen de la Epo (Madan y col., 1993).

- Citoquinas y Factores de crecimiento:

Diversas citoquinas y factores de crecimiento participan en la regulacion de
VEGF aumentando su expresion:

e El factor de crecimiento epidérmico (EGF)

e El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF)

e El factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

e El factor transformante de crecimiento 3 (TGFp)

e Lainterleuquina 1 B (IL-1B)

e Lainterleuquina 1 a (IL-1c)

e La prostaglandina E2 (PGE2)
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e Lainterleuquina 6 (IL-6)
e El factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1)

e El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

EGF, TGF- y el KGF producen un marcado incremento en la expresion de
VEGF (Frank y col., 1995). Se ha demostrado que EGF estimula la secrecion
de VEGF en cultivos celulares de glioblastoma (Goldman y col., 1993).

FGF y PDGF, también producen un incremento en la expresion de VEGF (Tsai
y col., 1995) (Potapova y col., 1996) . Por tanto, VEGF actuaria como mediador
paracrino de otros factores angiogénicos, como TGF -B, induciendo la
expresion de VEGF en cultivos de células epiteliales y de fibroblastos
(Pertovaara y col., 1994).

La IL-1pB induce la expresion de VEGF en células de musculo liso de la aorta (Li
y col., 1995), y la IL-1ae y PGEZ2, aumentan su expresion en cultivos celulares
de células sinoviales, sugiriendo un papel de estos factores en la angiogénesis
de procesos inflamatorios (Ben y col., 1995).

También la IL-6 ha demostrado aumentar la expresiéon de VEGF en diversas
lineas celulares (Cohen y col., 1996), y el IGF-1 en lineas de carcinoma

colorectal (Warren y col., 1996).

- Diferenciacién celular y alteraciones genéticas:

La diferenciacion celular interviene de forma importante en la regulacion de la
expresion de VEGF. Se ha observado un aumento en la expresiéon de VEGF
durante la diferenciacion de los preadipocitos 3T3 a adipocitos maduros.
Opuestamente, la diferenciacion de células de feocromocitoma PC12 en
células neuronales no malignas, reprime la expresion de VEGF (Claffey y col.,
1992).

Diversas alteraciones genéticas conducen a un aumento en la expresion de
VEGF. La pérdida de la forma mutada de la proteina p53 murina, produce un
aumento de VEGF en células NIH 3T3 (Kiesser y col., 1994). Por otro lado,
mutaciones oncogénicas o amplificaciones de ras también provocan un
aumento de VEGF (Rak y col., 1995) (Grugel y col., 1995).

56



El gen supresor de la enfermedad de von Hippel -Lindau (VHL) también ha sido
implicado en la regulacion de VEGF. La pérdida del gen VHL provoca una
pérdida de inhibicion de VEGF, aumentando consecuentemente su expresion

(lliopoulos y col., 1996).

2.1.1.d- EXPRESION DE VEGF EN LA EMBRIOGENESIS.

La primera expresion de VEGF la encontramos en los primeros dias del
desorrollo embrionario en las células gigantes del trofoblasto (Breier y col.,
1992) (Jakeman vy col., 1993).

Posteriormente VEGF se expresa en diversos 6rganos, como el corazén, rifion,
columna vertebral, y sistema nervioso central, fundamentalmente a nivel de los
plexos coroideos y del epitelio ventricular (Breier y col., 1992).

A las 16-22 semanas del desarrollo fetal, se observa expresion de VEGF en el
pulmén, rifidén, y bazo (Shifren y col., 1994). La inactivacion de uno de los alelos
de VEGF es letal en embriones de raton, muriendo entre los dias 11 y 12 del
desarrollo con anomalias severas del aparato circulatorio y del sistema
nervioso central.

En el adulto se observa expresion de VEGF en procesos de angiogénesis
fisioldgica, como en el desarrollo del cuerpo liteo y la curacién de las heridas.
También se expresa en tejidos con capilares en estado quiescente, como el
riidn, corazén, pulmones y sistema nervioso. Por tanto, VEGF es necesario
para el mantenimiento y supervivencia de los vasos no proliferantes (Ferrara,
1992) (Monacci y col., 1993).

2.1.1.e- EXPRESION DE VEGF EN LA ANGIOGENESIS TUMORAL.

Diversas lineas celulares tumorales han demostrado la sintesis de VEGF in
vivo (Houck y col., 1992). Estudios de hibrizacién in situ han demostrado un
aumento en la expresion de VEGF en la mayoria de los tumores humanos
estudiados; incluyendo el cancer de pulmén (Volm y col., 1997), mama (Brown
y col., 1995) (Yoshiji y col., 1996), tracto gastrointestinal (Brown y col., 1993)
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higado (Suzuki y col., 1996), rifidn y vejiga urinaria (Brown y col., 1993), ovario
(Olson y col., 1994), endometrio y cérvix uterino (Guidi y col., 1995 y 1996),
angiosarcomas (Hashimoto y col., 1995), tumores de células germinales
(Viglieto y col., 1996) y en el glioblastoma multiforme (Phillips y col., 1993).

En algunos pacientes oncologicos se ha podido detectar concentraciones
elevadas de VEGF en el suero (Kondo y col., 1994). Ademas, en algunos tipos
tumorales, se ha correlacionado la expresion de VEGF con la densidad de
vasos tumorales, demostrando ser un factor prondstico independiente (Toi y
col., 1996) (Gasparini y col., 1997) (Maeda y col., 1996).

Finalmente, la utilizacion de anticuerpos monoclonales anti-VEGF ha
demostrado disminuir el crecimiento tumoral en modelos in vivo y in vitro,
planteandose su aplicacion como posible tratamiento en diversos tipos de

tumores (Kim vy col., 1992) (Borgstrom y col., 1996) (Yuan y col., 1996).
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2.1.2- EL _FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO BASICO
(bEGF).

El factor de crecimiento fibroblastico basico pertenece a la familia de los
factores de crecimiento fibroblasticos. El bFGF (FGF2) fue purificado por
Gospodarowicz en 1975. Fue la primera molécula que se purifico, vy
mostraba un punto isoeléctrico béasico (Gospodarowicz, 1978).
Posteriomente se aislé otra molécula de punto isoeléctrico acido, el factor
de crecimiento fibroblastico acido (aFGF) (Maciag y col., 1979) (Thomas y
col., 1980).

Estos factores fueron inicialmente caracterizados como potentes factores
mitdgenos en células procedentes de extractos de la glandula pituitaria,
comprobandose posteriormente que estimulaban la mitosis en otros tipos
celulares, como los fibroblastos y las células endoteliales (Gospodarowicz,
1978). El hecho que FGF sea capaz de estimular la mitosis en las células
endoteliales al igual que los factores angiogénicos ya conocidos, llevo a

especular sobre una funcion o posible relacion con la angiogénesis.

2.1.2.a- ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DE bFGF.

Actualmente, la familia de los factores de crecimiento fibroblasticos consta
de doce miembros (Delli Bovi y col., 1987) (Zhan y col., 1988) (Marics y
col., 1989) (Yamasaki y col., 1996) (Smallwood y col., 1985); algunos de
ellos con propiedades aun poco definidas. EI bFGF y el aFGF son los

factores mas estudiados, destacando por sus acciones angiogénicas.

El genoma humano tan soOlo tiene una copia del gen FGF2 que se
encuentra situado en el cromosoma 4q 26-27 (Mergia y col., 1986). El gen
tiene un tamafo de 40 kb, y esta constituido por 3 exones y 2 intrones
(Figura 12).
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Se han descrito diversas isoformas del FGF2, con pesos moleculares que
oscilan entre 18 y 25 kd. La forma de 18 kd es citosoélica, mientras que las
formas de mayor peso molecular (entre 22 a 25 kd) se localizan en el
nacleo, donde estimulan el crecimiento celular (Prats y col., 1989).

El bFGF actia com a factor mitdgeno en un amplio espectro de células de
mamiferos, y en diversas estirpes celulares, incluyendo el endodermo, el
mesodermo, y el neuroectodermo. También se ha observado que actlia
sobre células epiteliales prostaticas, endoteliales, de musculo liso, y
osteoblastos (Chapronicre y col., 1986) (Maciag y col., 1981) (Chen y col.,
1987). Por otro lado, el FGF2 también participa en la reparacion de tejidos,
en la curacion de heridas, y en la hematopoyesis (Finklestein y col., 1988).

Otra de las implicaciones que se ha demostrado esencial el FGF2 es en el
mantenimento de las funciones de las neuronas post-mitéticas derivadas
del cértex cerebral, hipocampo, cerebelo, retina, células ganglionares, y de

la médula espinal (Pettman y col., 1986).

En todas las formas de bFGF falta una secuencia de sefal necesaria para
Su secrecion a través del aparato de Golgi. Los primeros estudios
postulaban que la liberacion del factor al medio se realizaba directamente
por lisis celular (Gajdusek y col., 1989) (Brooks y col., 1991). Estudios
recientes apoyan que el bFGF es liberado en pequefias cantidades
utilizando vias atipicas de exocitosis aun no determinadas. Después de su
secrecion el bFGF es secuestrado en el medio extracelular con funciones

paracrinas y autocrinas (Florkiewicz y col., 1995) (Mignatti y col., 1992).
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2.1.2.b- RECEPTORES Y SENALES DE TRANSDUCCION DEL bFGF.

La familia de los factores de crecimiento fibroblastico muestra cinco
receptores que se unen a los distintos factores con diversas formas y
afinidades. Cuatro de los receptores son transmembrana con actividad
tirosin quinasa (Jake y col.,, 1992) (Jonhson,1993), y el quinto es un

receptor sin actividad quinasa (Burrus y col., 1992).

Los cuatro receptores tirosin quinasa muestran una estructura similar: una
region extracelular que contiene tres dominios inmuglobulinicos, una regién
transmembrana, y una region intracelular constituida por un dominio
yuxtamembrana y otro con actividad tirosin quinasa (Lee y col., 1989).
(Figura 12).

Existen diferentes formas de estos receptores que se generan por
mecanismos de splicing alternativo, que muestran diferentes afinidades

para el ligando (Werner y col., 1992).

La unién del ligando al receptor produce su dimerizacion y autofosforilacion
(Figura 13) (Mohammadi y col., 1996). La activacion del receptor produce la
fosforilacion de Shc y de FRS2. Estas proteinas a su vez, se unen y
fosforilan a grb-2 y sos, que activan la cascada ras. Finalmente se inicia la

transcripcion del gen FGF2 (Kouhara y col., 1997) (Wang y col., 1996).

2.1.2.c- INTERACCIONES DE bFGF.

La unién de bFGF a los heparansulfatos presentes en las membranas
celulares y en la matriz extracelular, favorece sus acciones biologicas.

Entre otras destacan:
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1. Los heparansulfatos protegen al bFGFde la proteolisis (Saksela y col.,
1988).

2. El bFGF unido a los heparansulfatos funcionan como reserva del factor
de crecimiento (Flaumenhatft, y col., 1990).

3. Permite la localizacion del factor y limita su difusion tisular (Flaumenhaft
y col., 1990).

4. Los heparansulfatos solubles transportan al bFGF permitiendo su
difusion mas alla del lugar de secrecién (Flaumenhatft y col., 1990).

5. La unién del FGF2 a los heparansulfatos de la superficie celular
permite su internalizacion en la célula, limpiando la superficie de un

posible exceso de FGF2 (Roganhi y col., 1992).

Ademas de estas acciones, se ha demostrado que los heparansulfatos y la
heparina aumentan la afinidad de FGF2 por su receptor (Roganhi y col.,
1994). Se forman complejos trimoleculares de FGF2-receptor-
heparansulfato que son mas estables que la unién del factor y del receptor
aislados (Nugent y col., 1992).

2.1.2.d- FUNCIONES ANGIOGENICAS DE bFGF.

El bFGF es un factor angiogénico que induce la proliferacién, migracion y
diferenciacion de las células endoteliales (Folkman, 1987).

El bFGF participa en el proceso de angiogénesis también a nivel de regular
la actividad de moléculas de la matriz extracelular, como colagenasas,
proteinasas, activadores del plasmindégeno de tipo uroquinasa (UPA) vy
integrinas de la superficie celular (Inger y col., 1991).

El bFGF estimula en las células endoteliales la secrecion de uPA y
colagenasa, produciendo la degradacion de la membrana basal capilar, y la
estimulacion de su migracion en el proceso de angiogénesis
(Folkman,1982).
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Por otro lado, el bFGF estimula la diferenciacién, crecimiento, y capacidad
invasiva de los tumores uroldgicos, y estd implicado en el cancer de
préstata, de vejiga urinaria y rifidn (Basilico y col., 1992). El bFGF estimula
la produccion de uPA vy proteinasas que modulan la capacidad de invasion
de las células tumorales (Miray-Lopez y col., 1986).

En el proceso de angiogénesis tumoral, VEGF estimula en las células
endoteliales la produccién del bFGF, aumentando la actividad angiogénica

por mecanismos autocrinos y intracrinos (Ferrara y col., 1992).

2.1.2.e- FUNCIONES DE bFGF_EN LA PROSTATA.

El bFGF es producido principalmente por los fibroblastos, y estimula su
crecimiento de forma autocrina (Story y col., 1987). Ademas, las células
estromales de la glandula prostética tienen un papel clave como
mediadoras de los efectos androgénicos, induciendo la proliferacion y
citodiferenciacion del epitelio secretor prostatico (Cunha y col., 1987). Las
interacciones entre el epitelio y el estroma son fundamentales para el
control y mantenimiento de la estructura y funcion del epitelio prostatico,

estando implicadas en el desarrollo de la hiperplasia prostéatica benigna.

Por otro lado, en cultivos de lineas celulares de préstata se ha evidenciado
que el bFGF estimula el crecimiento de las células epiteliales de forma
paracrina (McKeehan y col., 1987). Las células estromales aumentan la
secrecion de factores de crecimiento, que a su vez incrementan la
proliferacion de las células epiteliales prostaticas (Figura 14) (Swinnen y
col., 1990) .
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Por ultimo, se ha relacionado a bFGF con la progresion del cancer de
préstata. EI bFGF induce en las células endoteliales la sintesis de
activadores del plasminégeno de tipo uroquinasa (UPA), favoreciendo asi la
degradacion de la matriz extracelular. En las lineas celulares DU145 y PC3,
el aumento en la expresion de uPA se ha correlacionado con fenotipos mas

agresivos (Saksela y col., 1987).



2.1.3-RECEPTORES DE VEGF (VEGFR1) (VEGFR2).

En 1990 fueron identificados dos sitios de union para VEGF en la superficie de
células endoteliales bovinas (Vaisman y col., 1990) (Plouet y col. 1990).
Posteriormente, estudios autoradiograficos realizados en ratones revelaron la
presencia de estos receptores en grandes y pequefios vasos del tejido fetal y
adulto (Jakeman y col., 1992). La deteccibn mas temprana de esta unién se
observa durante el desarrollo embrionario en los hemangioblastos de los islotes
vasculares del saco vitelino. Posteriormente se localiza en células endoteliales
proliferantes y también en células endoteliales quiescentes (Jakeman y col.,
1993).

La familia de receptores de VEGF esta compuesta por tres miembros (Figura
15):

e VEGFR-1 o Flt-1/ fms-like tirosin kinase

e VEGFR-2 o FIk/ KDR

e VEGFR-3 0 Flt-4

Los principales receptores de VEGF son dos: VEGFR-1 o Flt-1/ fms-like tirosin
kinase (De Vries y col., 1992) y VEGFR-2 o Flk/ KDR (Terman y col., 1992).
Ambos receptores se localizan en el endotelio vascular y muestran gran
afinidad por VEGF. Constan de un dominio extracelular, constituido por siete
dominios inmunoglobulinicos, una regidén transmembrana, y un dominio
intracelular con actividad tirosin quinasa (Figura 16)(Shibuya y col., 1990)
(Terman y col., 1990).

VEGFR-1 muestra mayor afinidad por VEGF 165 que los otros receptores. Es
una glicoproteina transmembrana de 180 Kd de peso molecular. VEGFR-1
puede generar por splicing una proteina soluble, que no contiene el séptimo
dominio inmunoglobulinico, ni los dominios transmembrana y intracelular (De
Vries y col., 1992).

VEGFR-2 muestra menor afinidad por VEGF y pesa 230 Kd (Terman y col.,
1992). El factor de crecimiento vascular B (VEGF-B) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) se unen solamente a VEGFR-1. Mientras que
VEGF-C y VEGF-D pueden unirse a VEGFR-2 y VEGFR-3.
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VEGFR-3 o Flt-4, se localiza exclusivamente en el endotelio de vasos linfaticos,
y no muestra afinidad por VEGF (Pajusola y col.,, 1992). VEGFR-3 sufre
después de su biosintesis, una rotura por proteolisis que genera dos cadenas
proteicas unidas por puentes disulfuro (Galland y col., 1992).

Estudios recientes han revelado que VEGF se une al segundo dominio
inmunoglobulinico extracelular de los receptores, aunque son necesarios los
tres primeros dominios para mantener la afinidad (Davis-Symth y col., 1996).
La union de VEGF al receptor produce su dimerizacion con otro miembro de la
familia de receptores. Posteriormente, se produce la autofosforilacion de
residuos de tirosina en el dominio intracelular del receptor (Neufeld y col.,
1999). Estas fosfotirosinas sirven de unién para otros sustratos, iniciando una
cascada de sefiales intracelulares. Esta cascada modula la activacion de varias
proteinas de sefiales de transduccion, como la protein quinasa mitégeno-
activada (MAPK), que activa la transcripcion genética en el nucleo y induce
multiples respuestas celulares que incluyen alteraciones de la permeabilidad
vascular, quimiotaxis, y acciones sobre el crecimiento celular (Figura 17) (Guo
y col., 1995).

Diversos estudios han demostrado que VEGFR-1 y VEGFR-2 producen
diferentes sefiales de transduccién (Waltenberger y col., 1994) (Seetharam y
col., 1995). VEGFR-2 es el principal receptor, y es necesario para que VEGF
produzca sus efectos mitdgenos y de quimiotaxis. Diversos estudios han
demostrado, que la transfeccién de un plasmido codificante para VEGFR-2 a
células endoteliales porcinas permite que VEGF aumente la proliferacién
celular y la quimiotaxis. En cambio , la transfeccion de VEGFR-1 no produce
que VEGF pueda ejercer sus principales acciones biolégicas sobre la célula
endotelial. VEGFR-2 tiene una importancia critica para que VEGF pueda
desarrollar sus acciones biolégicas.
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2.1.3.a- REGULACION DE LA EXPRESION DE VEGFR-1 Y VEGFR-2

La expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 se localiza principalmente en el
endotelio vascular. Ambos receptores poseen en la region del promotor una
secuencia que permite su union especifica a las células endoteliales (Morishita
y col., 1995) (Patterson y col., 1995).

La hipoxia es el principal regulador de la expresion de VEGF y de sus
receptores, aunque en diferentes estudios parecen existir diferencias en su
regulacion. Estudios in vivo han demostrado que en tejidos con baja pO2
aumenta la expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 (Tuder y col., 1995). Mientras
que, estudios in vitro han revelado que la hipoxia aumentaria la expresion de
VEGFR-1 pero no de VEGFR-2. Incluso se ha observado una disminucion de la
expresion de VEGFR-2 (Takagi y col.,, 1996). Estos resultados podrian ser
explicados por la ausencia de un factor paracrino que estaria presente in vivo
en los tejidos isquémicos, y que aumentaria la expresion de VEGFR-2 (Brogi y
col., 1996).

Ademas, se ha descubierto que VEGFR-1 muestra una secuencia de 430 pb en
el promotor que es responsable de su activacion transcripcional en condiciones
de hipoxia. Parece ser que esta region esta ausente en VEGFR-2 (Gerber y
col., 1997).

Por ultimo, otras citoquinas y factores de crecimiento también participarian en
la regulacion de los receptores. Asi, se ha demostrado que TNFa y TGFj son
capaces de inhibir la expresion de VEGFR-2 en cultivos de células endoteliales
(Mandriota y col., 1996).

2.1.3.b- EXPRESION DE VEGFR-1 (Flt-1) Y VEGFR-2 (FLK/KDR) EN LA
EMBRIOGENESIS.

La proliferacion vascular es fundamental en el desarrollo embrionario, el
crecimiento y diferenciacion de los tejidos, y en una gran variedad de procesos

fisioldgicos, como, la curacion de las heridas y en funciones de reproduccion.
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VEGFR-1 y VEGFR-2 son esenciales para el desarrollo del sistema vascular.
Mutaciones homocigotas para VEGFR-1 en embriones de ratén, son letales
entre los dias 8,5 y 9,5 del desarrollo (Fong y col., 1995). Observandose
defectos en la organizacién de las células endoteliales en la formacion de
canales vasculares. De forma similar la inactivacion del gen de VEGFR-2
provoca una ausencia de desarrollo vascular, y también es letal entre los dias
8,5y 9,5 del desarrollo (Shalaby y col., 1995).

VEGFR-2 se expresa en el saco vitelino y en el mesodermo embrionario.
Posteriormente, en los angioblastos, el endocardio, y el endotelio de grandes y
pequefios vasos (Quinn y col., 1993). VEGFR-2 es el marcador mas temprano
de la células endoteliales, y es fundamental en el proceso de vasculogénesis
(Millauer y col., 1993).

En modelos animales de raton, VEGFR-1 ha sido detectado selectivamente en
las células endoteliales de tejidos embrionarios y adultos. La expresion de
VEGFR-1 en células endoteliales quiescentes apoya un papel del receptor en

el mantenimiento y supervivencia de dichas células (Peters y col., 1993).

2.1.3.c- EXPRESION DE VEGFR-1 Y VEGFR-2 EN LA ANGIOGENESIS
TUMORAL.

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es producido por las células
tumorales, y actia sobre los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 localizados
especificamente en el endotelio de los vasos tumorales (Kaipanen y col., 1995)
(Wilting y col., 1996). VEGF actia sobre los receptores vasculares de forma
paracrina. Estos receptores pueden ser expresados de forma aberrante por las
propias células tumorales, como se ha observado en casos de melanoma y de
angiosarcoma (Figura 18) (Liu Y col., 1995) (Fiedler y col., 1997).

Se ha observado que VEGFR-2 muestra una mayor expresion en el endotelio
de la periferia tumoral, mientras que VEGF se expresa principalmente
alrededor de las zonas necroéticas. Las hipoxia tisular aumenta la expresion de
VEGF, que a su vez aumenta la expresion de VEGFR-2 en el endotelio
(Kremer y col., 1997) (Plate y col., 1992).
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Por otro lado, la expresion de VEGF y de sus receptores se correlaciona en
muchos tumores con el grado de vascularizacion, como en carcinomas
uroteliales (Brown y col., 1993 y 1995), tumores cerebrales (Hatva y col., 1995),
cancer colo-rectal (Takahashi y col., 1995), y otros, siendo en algunos casos
indicadores pronosticos del riesgo de desarrollar metastasis y de la

supervivencia (Weidner, 1993 y 1995).
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2.2- VASCULOGENESIS Y REMODELAMIENTO ANGIOGENICO.

El limite para la difusién de oxigeno en los tejidos se halla entre 100 y 200 um
(Folkman, 1971). Més alla de esta distancia las células necesitan crear nuevos
vasos, mediante el procesos de vasculogénesis, o de angiogénesis, para la
obtencion de oxigeno y nutrientes para su supervivencia (Carmeliet y col.,
2000).

El proceso de angiogénesis es complejo, y esta estrictamente regulado por
multiples vias independientes (Yancopoulos y col., 2000). A pesar de que la
angiogénesis es un fendmeno marcadamente activo durante la embriogénesis
y el desarrollo de los tejidos, en el adulto estd restringida a procesos

fisioldgicos como el ciclo menstrual y la curacion de heridas (Kerbel, 2000).

La formacién de nuevos vasos puede producirse mediante diferentes procesos.
En el desarrollo temprano del embrién el proceso de formacién de vasos es
denominado vasculogénesis (Yancopoulos, 2000). En la vasculogénesis las
células endoteliales sufren un porceso de proliferacion y diferenciacion in situ,
en un tejido previamente avascular. Posteriomente, por coalescencia se
produce la formacién de una red de tubulos primitivos. En esta red primaria, se
observan los grandes vasos como la aorta y venas de gran calibre (Figura 19,
estadio A).

En el proceso de remodelacion angiogénica esta red inicial o primitiva es
modificada, por gemacion y engrandamiento de los vasos ya existentes, para
formar una red de vasos interconectados caracteristicos de la vasculatura

madura (Figura 19, estadio B).

El proceso de maduracién vascular incluye la integracién de las células
endoteliales en una matriz de soporte extracelular, y que los vasos
neoformados se rodeen células de musculo liso y pericitos para conseguir su

estabilizacion (Carmeliet y col., 2000). (Figura 19, estadio C).
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Un proceso diferente, referido como gemacién angiogénica (angiogenic
sprouting), consiste en la formacibn de nuevos vasos a partir de una
vasculatura pre-existente. Este proceso requiere de una previa “des-
estabilizacion” de los vasos maduros que permite la gemacion de nuevas
estructuras vasculares (Figura 19, estadio D, F). A su vez, los vasos generados
mediante este mecanismo también requerirdn de una posterior maduracion y
estabilizacion vascular. Llegados a este punto y dependiendo de la presencia o
ausencia de VEGF en el medio los vasos pueden sufrir una regresion, o bien se

puede reiniciar el proceso de angiogénesis (Figura 19, estadio E).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el factor critico y
decisivo que dirige el proceso de formacién vascular. Es necesario durante el
desarrollo embrionario, y en el adulto para iniciar la formacién de vasos
inmaduros, que posteriormente seran estabilizados por la acciéon de otros

factores angiogénicos (Figura 19, estadio Ay F).

Para que el proceso de formacién vascular se produzca de una forma completa
y eficaz, es necesaria la accion de factores que completan la angiogénesis
iniciada por VEGF.

La angiopoyetina 1 (Angl) y la efrina B2 (ephrin-B2) son requeridas para la
remodelacion y maduracion de los vasos neoformados (Figura 19, estadio B y
C). Se ha demostrado que en ausencia de Ang 1, las células endoteliales no
son capaces de asociarse Yy interaccionar con células de soporte, como los
pericitos, impidiendo la estabilizacion de los vasos neoformados (Suri, 1996).
Después de la maduracion vascular la angiopoyetina 1 continua siendo
importante para mantener los vasos estables en estado quiescente (Figura 19,
estadio C). El cese de las sefiales de estabilizacion coincide con el reinicio del
proceso de remodelacion vascular que se da en algunos tejidos del adulto, o en
los tumores (Figura 19, estadio D).

Por otro lado, estudios recientes han revelado que las efrinas son importantes
en el desarrollo del sistema vascular (Wang y col., 1998) (Adams, 1999). Asi, la
falta de expresion de efrina B2 y B4 en embriones de raton, produce defectos
fatales en la remodelacion vascular, similares a la producida por la ausencia de
Ang 1.
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El nuevo modelo de angiogénesis tumoral es un equilibrio dinamico entre
regresion y crecimiento tumoral, regulado por el VEGF y las angiopoyetinas.

En las fases iniciales de la angiogénesis tumoral se produce una “regresion *“
de los vasos nativos en el tejido implicado, antes de que los nuevos vasos
puedan desarrollarse mediante la expresiéon de VEGF (Sato, 1995)(Holash y
col., 1999).

Este fendmeno ha sido extensamente estudiado utilizando modelos animales
en los que se induce el desarrollo de focos metastasicos. Estos nuevos focos
tumorales, parecen tener acceso a la red vascular mediante el “reclutamiento”
de los vasos nativos ya existentes.

Como consecuencia de este reclutamiento, las células endoteliales aumentan
la expresion de citokinas especificas, como la angiopoyetina-2 (Ang-2), por
mecanismos aun desconocidos. La angiopoyetina-2 es producida por las
propias células endoteliales, y actia por un mecanismo autocrino sobre los
vasos tumorales como un antagonista de los receptores Tie-2. Fue aislada en
base a su homologia con la Angiopoyetina 1. En los diferentes tipos celulares
estudiados, la Ang 2 ha mostrado capacidad para activar o antagonizar a Tie 2
(Maisonpierre, 1997).

La expresion en ratones transgénicos de Ang 2 ha demostrado ser letal,
observandose defectos similares a la falta de expresion de Ang 1 o Tie.
Sugiriendo que Ang 2 puede actuar, en algunas circumstancias, como
antagonista in vivo (Maisonpierre, 1997).

Diversos estudios han demostrado un incremento en la expresién de Ang 2 en
vasos con mucha actividad de remodelamiento y de regresion vascular en
tejido ovarico (Maisonpierre, 1997) (Goede y col., 1998), y en algunos tumores
(Holash y col., 1999).

La funcién principal de la Ang 2, es la de producir la sefial que conduce a la
desestabilizacion vascular que aumenta la plasticidad de los vasos que permite
iniciar de nuevo el proceso de angiogénesis y remodelacién vascular (Figura
19, estadio D).
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En ausencia de factores de crecimiento, fundamentalmente de VEGF, la des-
estabilizacion vascular conduce a la regresion de los vasos por apoptosis de
las células endoteliales (Figura 19, estadio E). En presencia de VEGF, se

reiniciara el proceso de crecimiento vascular (Figura 19, estadio F).

En modelos animales en ratones afectos de glioma (GL261), se ha demostrado
que la expresion de angiopoyetina-2, la apoptosis de las células endoteliales y
la involucién vascular, preceden a la necrosis tumoral y al aumento en la

expresion de VEGF inducido por la hipoxia tisular (Zagzag y col., 2000).

VEGF, angiopoyetinas y efrina B2, parecen recapitular sus respectivas
acciones en el desarrollo del sistema vascular embrionario y en el
remodelamiento vascular en el adulto. Se ha demostrado que la administracion
de estos factores de forma individualizada, permite que cada uno de ellos lleve
a cabo una accion determinada, pero no se produce todo el proceso
angiogénico de forma completa.

Asi, la administracion de VEGF puede iniciar la formacion de vasos en modelos
animales, pero los vasos neoformados son inestables, e hiperpermeables. En
contraste, se requiere de la administracién de angiopoyetina 1 para estabilizar y

hacer resistentes los vasos neoformados (Carmeliet, 2000).
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3. ANGIOGENESIS TUMORAL

La angiogénesis es reconocida actualmente como un proceso fundamental y
critico para el crecimiento de tumores solidos y el desarrollo de metéastasis.
Gimbrone y col. en 1972, demostraron que el proceso de angiogénesis era
necesario para el crecimiento de fragmentos de tumor o de grupos de células
tumorales, implantadas en un tejido avascular como la cérnea. Dichos
implantes eran neovascularizados desde el limbo esclerocorneal, y su
inhibicion era capaz de detener el crecimiento tumoral.

Posteriormente, se observé que todo tumor que excede 2-3 mm de grosor,
necesita la creacion de nuevos vasos para su nutricion ( Folkman 1987).

El proceso de angiogénesis se produce en la periferia de la lesién tumoral, y
esta constituida por células normales derivadas del huésped (Weidner 1993).
Esta zona de vasos neoformados es infiltrada posteriomente por las células

tumorales.

3.1- ADQUISICION DEL FENOTIPO ANGIOGENICO EN LAS CELULAS
TUMORALES.

Cuando las células progresan hacia el fenotipo tumoral adquieren dos

caracteristicas fundamentales :

e La capacidad de multiplicarse sin restricciones.

e Y la capacidad de crear un medio favorable para la nutricion de la poblacion
tumoral en crecimiento (Carmeliet, 2000).

En condiciones de normalidad las células son fundamentalmente anti-

angiogénicas. Producen gran cantidad de substancias inhibidoras de la

angiogénesis, y una escasa cantidad de substancias inductoras de la

angiogénesis (Bouck y col., 1996).

En el proceso de adquisicion del fenotipo tumoral, las células crean su propio

medio favorable al crecimiento y nutriciébn celular, mediante la produccion de

factores angiogénicos debido a la activacion de diversos oncogenes.
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Simultaneamente se produce una disminucién en la sintesis de factores anti-
angiogénicos debido a la pérdida o inactivacion de genes supresores
tumorales.

El balance final sera la estimulacion de la angiogénesis que favorecera el

crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis a distancia.

CELULA NORMAL CELULA TUMORAL
T ANTI-ANGIOGENESIS T ANGIOGENESIS
! ANGIOGENESIS 4 ANTI-ANGIOGENESIS

Los tumores se desarrollan a partir de tejidos normales, donde no suele existir
una actividad angiogénica significativa, y los vasos se hallan en un estado
quiescente. Existe un equilibrio entre factores inductores de la angiogénesis y
factores inhibidores que en el tejido normal se mantiene a favor de un
predominio de la inhibicion.

Cuando las células normales progresan al fenotipo tumoral, este equilibrio
cambia hacia un predominio de substancias pro-aniogénicas o estimuladoras
de la angiogénesis (Bouck y col., 1996).

Este cambio se produce por dos mecanismos principalmente (Figura 20):

e Por una disminucion de factores inhibidores de la angiogénesis.

e Por un aumento de factores pro-angiogénicos.
Figura 20. Representacion esquematica sobre la hipétesis de la existencia de

un equilibrio entre sustancias pro-angiogénicas y anti-angiogénicas, y el inicio

del proceso de angiogénesis.
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ACTIVACION

INHIBICION

@ ACTIVADORES: i INHIBIDORES:

aFGF Trombospondina-1
bFGF 16 kD Prolactina

VEGF Interferén o/B
Factor plaquetario 4
Angiostatina

Las células tumorales utilizan ambos mecanismos para favorecer el desarrollo
de nuevos vasos ( Dameron, 1994). En estudios in vitro se ha observado que la
estimulacion de la proliferacion de células endoteliales y el quimiotactismo
generados por VEGF y bFGF, se inhiben al incrementar la presencia en el
medio del inhibidor Trombospondina-1 (TPS-1) (Good y col., 1990) (Rastinejad
y col.,, 1989). Esto sugiriere que cuando los niveles del inhibidor son
suficientemente altos las sefales estimuladoras de la angiogénesis son

sobrepasadas, y el equilibrio se desplaza hacia una inhibicién del proceso.

3.2- MECANISMOS DE LA ANGIOGENESIS TUMORAL

Los tumores producen diversos factores angiogénicos que actdan en los
receptores de pequefios vasos que rodean a las células tumorales (Folkman
1987). A su vez la célula endotelial activada promueve su propio crecimiento y

la neoformacién vascular.

Ademas de la sintesis de factores angiogénicos las células tumorales atraen la

formacion de nuevos vasos mediante los siguientes mecanismos :

1. Elaboracién de enzimas de digestién_de la matriz extracelular: que permiten

la liberacion de factores angiogénicos secuestrados en el medio, y facilitan

la invasion por parte de nuevos vasos (Cherrington y col., 2000).
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2. Produccion de factores quimiotacticos:que atraen a macréfagos, mastocitos,

y linfocitos, que mediante su estimulacion producen a su vez mayor
cantidad de substancias pro-angiogénicas (Carron y col., 1998).
3. Estimulacién de los fibroblastos del estroma: que también sintetizan factores

pro-angiogénicos.

Las células endoteliales activadas también producen factores angiogénicos,
como el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), que ademas de
mantener la activacion de la célula endotelial, actia sobre la poblacion tumoral

por una mecanismo paracrino ( Folkman, 1985).

Los vasos neoformados pueden estimular el crecimiento tumoral aumentando
el indice mitético, como se ha demostrado en modelos animales de cancer de
mama, y también pueden proteger a la poblacion tumoral de la apoptosis
mediante la sintesis de factores de proteccion, como el IGF-1 , como se ha
demostrado en modelos animales con el céncer de pulmén y fibrosarcomas
(O'Reilly, 1994) (Holmgren, 1995).

3.1-FORMACION DE VASOS TUMORALES

Los vasos tumorales se forman por gemacién (en inglés “sprouting”) a partir de
vasos pre-existentes, por intususpeccion, que consiste en la insercion de
columnas de tejido intersticial en la luz vascular (Patan y col., 1996), o por otro
mecanismo menos frecuente que consiste en que células precursoras
endoteliales que se desprenden de la propia pared vascular o procedentes de
la médula 0sea, contribuyan al proceso de angiogénesis tumoral (Asahara y
col., 2000) (Rafii, 2000).

La angiogénesis tumoral es un proceso complejo, estrictamente regulado, que

comprende diferentes etapas:
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1. Factores gue promueven el inicio de la angiogénesis tumoral:

El proceso se inicia con la produccion de factores de crecimiento angiogénicos
liberados por las propias células tumorales y por las células del microambiente
tumoral (Figura 21, A).

Existen una gran variedad de estimulos fisiologicos y patoldgicos que

favorecen la sintesis de factores de crecimiento. La produccion de VEGF se

produce en respuesta a diversos estimulos:

e Debido a la secrecién de proteinas por el microambiente tumoral: el factor
de crecimiento epidérmico (EGF) (Tsai, 1995), el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) (Tsai, 1995), el factor de crecimiento insulinico (IGF)
(Akagi, 1998), la interleukina 1B (IL-1B) (Akagi, 1999), la interleukina 6 (IL-6)
(Cohen, 1996), y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
(Potapova, 1996).

e Sijtuaciones de estrés celular por hipoxia (Shweiki, 1992), pH bajo, y/o
hipoglucemia (Shweiki y col., 1995).

e Estrés mecanico por la presion de las células tumorales en proliferacion
(Carmeliet, 2000).

e Como respuesta inflamatoria, por la presencia de ciclooxigenasa-2 (COX-2)
(Tsuijii y col., 1998), o la sintesis de prostaglandinas (Form, 1983), y por la
activacion de los mastocitos (Coussens y col., 1999).

e Debido a alteraciones genéticas, como por la activacion del oncogen ras y
src (Grugel y col., 1995) (Rak, 1995), o por pérdida de genes supresores
tumorales, como p53 y von Hippel-Lindau (VHL) (Kieser y col., 1994)
(lliopoulos y col., 1996).

2. Activacion de las células endoteliales:

Las células endoteliales maduras de vasos en estado quiescente tienen
indices de proliferacion celular caracteristicamente bajos con un recambio
celular que se ha estimado en afios. En el proceso de neovascularizacion la
proliferacion de las células endoteliales aumenta de forma dramética. En el

modelo Lewis de cancer de pulmon, se observé que el indice proliferativo de
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las células endoteliales aumentaba hasta el 40 %, evindenciandose un nivel
elevado de recambio celular (Holmgren y col., 1995).

Los indices de proliferacion de las células endoteliales calculados en diversos
modelos tumorales han revelado recambios celulares de 1 dia a 10 dias. Este
hecho contrasta con el recambio normal del endotelio en tejidos normales que
varia de los 80 dias en el pulmén, a 8.000 dias en el cerebro (Hobson y col.,
1984).

La activacion de las células endoteliales se produce principalmente en
respuesta a: VEGF, FGF Y PDGF (Figura 21, B).

VEGF tiene multiples efectos sobre el endotelio, iniciando directamente la
angiogénesis, mediante la estimulacién de la proliferacion (Bernatchez y col.,
1999), migracion (Pepper y col., 1992), y gemacion celular a partir de vasos
pre-existentes (Nicosia y col., 1994).

De forma indirecta VEGF contribuye a la angiogénesis aumentando la
permeabilidad vascular (Conolly y col., 1989) (Dvorak y col., 1995), induciendo
la expresion de metaloproteinasas en la matriz extracelular, y de diversos
enzimas que digieren dicha matriz, facilitando la migracion de las células
endoteliales (Unemori y col., 1992).

A su vez, VEGF, induce la expresion en el endotelio de moléculas de
adhesién como las integrinas, que participan en las interacciones y migracion

de las células (Friedlander y col., 1995).

FGF también ejerce diversos efectos sobre las células endoteliales,
estimulando la expresion de VEGF de forma autocrina y paracrina. Aunque
también es capaz de estimular la angiogénesis por mecanismos VEGF
independientes (Seghezzi y col., 1998).

FGF participa en la regulacion de la migracion de las células endoteliales, y
estimula la sintesis de proteasas, como el factor activador del plasminégeno
(Sato y col., 1988).

Ademas, FGF puede modificar la morfologia del endotelio, mediante la
produccion de las integrinas avp3 (Sepp y col., 1994) y a2 (Enestein y col.,
1992), que son importantes en las interacciones entre células y con la matriz

extracelular.
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El PDGF, participa en la proliferacion de las células endoteliales, en la
formacién de los tubulos vasculares (Battegay y col., 1994), y en la
estabilizacion vascular a través de los pericitos (Lindahl y col., 1997). El PDGF
aumenta la expresion de VEGF y de otros factores de crecimiento

angiogénicos (Sato y col., 1993) (Enholm y col., 1997).

Las células endoteliales activadas producen diversas metaloproteinasas
(MMP), fundamentalmente colagenasas y gelatinasas, que degradan la matriz
extracelular (Cherrington y col., 2000), permitiendo la migracion de las células

y la formacion de tabulos.

3. Proliferacién, migracion y diferenciacion de las células endoteliales:

En el proceso de angiogénesis se producen una serie de cambios espacio-
temporales en la deposicion y distribucion de los distintos componentes de la
matriz extracelular que conducen a la formacién de una membrana basal
madura en los vasos neoformados.

Siguiendo a la degradacion de la matriz extracelular, las células endoteliales
inician su proliferacion en respuesta a los factores de crecimiento,
principalmente VEGF, producidos por el tumor. A continuacion migran por
quimiotactismo hacia el estimulo angiogénico (Figura 21, C).

A lo largo de un vaso neoformado se observa una variacion de la composicion
de la matriz extracelular que rodea a las células endoteliales segun la zona.
Asi, en la zona mas distal del brote vascular las células muestran mayor
proliferacion y se rodean de colageno tipo V y de fibronectina, mientras que
en la regibn mas proximal las células se estabilizan y recubriéndose de
membrana basal compuesta por fibronectina, laminina 1 y colageno de tipo IV
(Formy col., 1986) (Figura 21).
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Diversas moléculas de adhesion celular, como las integrinas, ayudan a la
migracion de las células endoteliales. Las integrinas son una amplia familia de
proteinas transmembrana que se forman por heterodimerizacion de unidades
alfa y beta. Existen més de 15 subunidades alfa distintas, y 8 subunidades
beta. Estan subunidades forman 20 combinaciones distintas, de las cuales la
mas implicada en la angiogénesis es la integrina a.vf33.

La migracion de las células endoteliales se produce por la union de las células
a unos residuos de amnioacidos que guedan expuestos en la matriz por
proteolisis del colageno. Estos residuos de arginina-glicina-ac.aspartico
(RGD) son reconocidos por la integrina avp3 expresada en la superficie
endotelial. La célula endotelial utiliza la unibn RGD cono una matriz
provisional para desarrollar y coordinar su capacidad de adhesion y de

invasion durante la angiogénesis (Carron y col., 1998).

La integrina avB3 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
(Drake y col., 1995).

4. Estabilizacidon y maduracién vascular:

La maduraciéon de los nuevos vasos incluye la creacion de una nueva
membrana basal, y la estabilizacion de dichas estructuras vasculares por el
recubrimiento de células de soporte, como las células musculares lisas de
grandes vasos, o0 los pericitos en los capilares (Figura 21, D) (Hirschi y col.,
1998).

Experimentos in vivo sugieren que los vasos que no alcanzan a rodearse de
células de soporte, requieren VEGF para su supervivencia. Mientras que los
vasos maduros y estables pueden sobrevivir en ausencia de VEGF (Hellstrom y
col.,, 1999). El PDGF estimula el desarrollo y migracion de los pericitos,
contribuyendo asi a la estabilizacion vascular. A su vez, VEGF y PDGF, actian
como potentes factores quimiotécticos atrayendo a las células musculares lisas
(Grosskreutz, 1999) (Grotendorst y col., 1981).
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Por otro lado, la angiopoyetina 1 es especifica para las células endoteliales,
con funciones de estabilizacibn y mantenimiento de los vasos maduros, Yy
promueve la interaccion entre las células endoteliales y musculares lisas (Suri y
col., 1998).

5. Supervivencia de las células endoteliales:

En el microambiente tumoral, las células endoteliales proliferantes pueden
morir por apoptosis en ausencia de factores que estimulen la supervivencia
celular (Figura 21, E) (Benjamin y col., 1999) (Kim y col., 2000).

Los principales factores que contribuyen a dicha supervivencia son: el VEGF,
angiopoyetina 1 y las integrinas. La supervivencia de los vasos neoformados es
VEGF-dependiente. En su ausencia se produce la muerte de las células
vasculares por apoptosis (Alon y col., 1995) (Shaheen y col., 1999). También la
angiopoyetina 1 ha demostrado ser un potente factor de supervivencia para las

células endoteliales (Kim y col., 2000).

Por ultimo, la union de la integrina avp3 a receptores de la matriz extracelular,
como la vitronectina, el factor de von Willebrand, la fibronectina, y el
fibrinégeno, producen sefiales que mantienen la supervivencia de las células
vasculares en la angiogénesis, llevando a la diferenciacién y formacion de

vasos maduros (Brooks y col., 1994) (Stromblad y col., 1996).

Los conocimientos actuales abren una nueva perspectiva en la inhibicién del
proceso de angiogénesis tumoral, mediante la desestabilizacién y regresion de
los vasos neoformados con terapias dirigidas contra las células periendoteliales

y otras moléculas de adhesién celular.
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3.4- ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS VASOS TUMORALES

Los vasos neoformados tumorales, difieren en algunos aspectos respecto de
los vasos del tejido normal adyacente. Son mas permeables al paso de
substancias, como lo demuestran diversos estudios ultraestructurales, que
evidencian un mayor numero de fenestraciones, aberturas, y vesiculas,
mostrando membranas basales discontinuas o incluso, ausentes (Hobbs, 1998)
(Hashizume, 2000) (Dvorak y col., 1999). Suelen tener una morfologia
aberrante, con formacion de angulos rectos, y de gran nimero de dilataciones y
de shunts arterio-venosos, que producen areas de intensa hipoxia y pHs acidos
(Helmlinger y col., 1997). Estas zonas contribuyen a disminuir la eficacia en la
llegada de drogas anti-angiogénicas, y seleccionan clonas de células tumorales

resistentes a la hipoxia (Giaccia, 1996).

La pared de los vasos tumorales es un mosaico celular, formado en parte por
células endoteliales y por células tumorales. Este hecho tiene importantes
implicaciones en el desarrollo de metastasis, ya que las células tumorales
tienen un acceso facil al torrente circulatorio. Ademas, en la mayor parte de
vasos tumorales falta la capa de células perivasculares que contribuyen a la
estabilizacion y maduracién vascular, y que permite acomodar el flujo

sanguineo segun las necesidades metabdlicas.

Estudios recientes han revelado una escasa presencia de pericitos y de células
musculares lisas en los vasos tumorales. Ademas, existe una gran
heterogeneidad en los distintos tumores respecto a la presencia de células
periendoteliales. En un estudio se observé que en el glioblastoma el indice de
asociacion de pericitos con la microvasculatura era del 22,7 +/- 7,9 %, mientras
que en el cancer de mama fue del 67,3 +/- 4,2 % (Eberhard y col., 2000).
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Estudios recientes atribuyen a los pericitos funciones en la estabilizacion de los
vasos neoformados. Su presencia seria mayor en tumores de crecimiento lento
y menor en tumores mas agresivos. Un estudio con muestras tisulares de
cancer prostético, considerado un tumor de crecimiento lento, revel6 la
presencia de pericitos en un 40 % de los vasos, mientras que en secciones de

glioblastoma multiforme era tan sélo del 25 % (Benjamin y col., 1999).

Las células endoteliales tumorales también difieren de las células endoteliales
de la vasculatura normal en su gran heterogeneidad. Asi, en algunas zonas
tumorales se observa una elevada proliferacion celular, mientras que en otras
regiones del tumor las células endoteliales sufren apoptosis, acompafiando a
zonas de necrosis, y fenédmenos de regresion vascular (Holash y col., 1999).
Las células endoteliales de los vasos tumorales se caracterizan por su
“inestabilidad”, pasando de estados hiperproliferativos a la apoptosis y
regresion vascular. Las bases moleculares y celulares de esta inestabilidad
estan poco definidas.

Por otro lado, se observan alteraciones en la expresion de diversas moléculas
de la superficie endotelial que alteran las interacciones con las células

inflamatorias circulantes (Eliceiri y col., 1999) (Huang, 1997).

3.5- REGULACION DE LA ANGIOGENESIS TUMORAL.

El proceso de angiogénesis tumoral esta regulado por factores que favorecen o
inhiben la vascularizacién tisular. Los factores inductores de la angiogénesis
son factores que pueden ser producidos por las células tumorales, y actian
directamente sobre los receptores de las células endoteliales, estimulando la
creacion de nuevos vasos.

En el anexo | se resumen los principales factores inductores de la angiogénesis

in vivo que pueden ser sintetizados por las células tumorales



La mayoria son factores de crecimiento que actian sobre las células
endoteliales promoviendo la migracion y proliferacion celular.Los mas potentes
son proteinas, pero también se ha observado actividad angiogénica en algunos
lipidos, como los leucotrienos y prostaglandinas, y en algunos carbohidratos

como el lactato y en fragmentos de acido hialourénico (Carmeliet, 2000).

De todos los factores angiogénicos los mas potentes in vivo son el VEGF, el
bFGF, y el TGF B.

La sintesis de factores angiogénicos aumenta en las células con la adquisicion
del fenotipo tumoral. A veces este incremento en la sintesis de substancias
inductoras no es suficiente para iniciar la angiogénesis, debido a que también
existe un produccion de substancias inhibidoras por parte del tejido normal

adyacente.

La activacion de algunos oncogenes actia estimulando la sintesis de
moléculas que inducen o aumentan la neovascularizacién de los tejidos. Asi,
los oncogenes influyen en la angiogénesis mediante varios mecanismos :
-Algunos oncogenes codifican factores angiogénicos .

-Otros estimulan la produccion de factores angiogénicos .

En el anexo Il se resumen los principales factores angiogénicos que pueden
actuar como oncogenes y de aquellos oncogenes que pueden aumentar la

produccion de factores angiogénicos.

Los oncogenes pueden estimular la sintesis de factores angiogénicos
directamente, o por otros mecanismos mas complejos. También pueden
contribuir a la angiogénesis indirectamente, estimulando la produccion o
activacion de enzimas que degradan la matriz extracelular y las membranas
basales, facilitando asi la liberacién de factores angiogénicos secuestrados en
el medio extracelular, como v-erb B que estimula en fibroblastos la sintesis de
metaloproteinasas, o H-ras que aumenta la sintesis de uroquinasas y

colagenasas (Bouck y col., 1996).
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Por otro lado, las células de los mamiferos en condiciones normales producen
una gran variedad de moléculas que son capaces de inhibir la angiogénesis in
vivo. Este efecto sobre la inhibicion de la angiogénesis ha sido demostrado en
modelos experimentales en la cornea y en la membrana corio-alantoidea ( CAM
) (Bouck y col., 1996).

En el anexo lll se detallan las substancias inhibidoras de la angiogénesis

producidas por células normales de mamiferos .

Muchas de estas substancias también tienen capacidad de inhibir la
angiogénesis en los tumores in vivo, como la angiostatina, interferones y
interleuquinas, y la trombospondina-1 (Bouck y col., 1996).

La mayoria de las substancias inhibidoras de la angiogénesis son efectivas en
la forma en que son secretadas. Pero, en algunos casos, son almacenadas de
forma inactiva formando parte de moléculas de mayor tamafio, y se vuelven

activas por la accion de enzimas de la matriz extracelular.

Las primeras observaciones sobre este mecanismo de activacion se
evidenciaron en 1985. Se demostré que un fragmento de fibronectina de 29 kD
era capaz de inhibir la proliferacion endotelial in vitro, mientras que la molécula
de fibronectina intacta, que constituye un abundante componente del sistema
circulatorio, no poseia en si misma, propiedades de inhibicibn (Homandberg y
col., 1985). Posteriormente, un fragmento de 16kD de la prolactina, evidencié
una inhibicion de la angiogénesis, mientras que la molécula completa no
comparte estas acciones (Clapp y col., 1993).

Mas recientemente, la angiostatina, un potente inhibidor de la angiogénesis, ha
sido identificada como un fragmento del plasminégeno (O'Reilly y col., 1994).
El hecho que diversos componentes del sistema circulatorio, como la
fibronectina y el plasminégeno, puedan ser convertidos en potentes inhibidores
de la angiogénesis, sugiere una nueva forma de regulacion, donde las
proteasas tienen un papel crucial, al poder limitar el proceso de angiogénesis,

mediante la liberacion especifica de moléculas inhibidoras.
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Estas sustancias inhibidoras permanecerian almacenadas formando parte de

otras proteinas circulantes (O’Reilly y col., 1994).

Algunos factores inhibidores de la angiogénesis disminuyen en la progresion
tumoral (Dameron, 1994). En el glioblastoma multiforme se ha observado una
disminucién de Trombospondina-1 en casos de pérdida del cromosoma 10,
observandose un incremento muy importante de la angiogénesis (Rastinejad,
1989).

Otras veces estos factores estan aumentados, pero no son efectivos en el
medio tumoral. Es el caso de tumores que demuestran en ensayos in vivo un
aumento de inhibidores del plasminégeno de tipo 1, pero la angiogénesis no se
inhibe (Damjanovich 1994).

La mayoria de genes supresores tumorales identificados actian en el
equilibrio de la angiogénesis produciendo substancias inhibidoras (Bouck y col.,
1996). La pérdida de estos genes supresores tumorales causa una disminucién
de factores inhibidores, y desplaza el equilibrio hacia un predominio de la

angiogénesis.

En lineas de fibroblastos de hamster BHK inmortalizados con la pérdida de
genes supresores tumorales, se observo una disminucion de hasta el 90% en
los niveles de Trombospondina 1, y posteriormente se produjo una activacion
de la angiogénesis (Bouck y di Mayorca, 1982).

También en fibroblastos activados procedentes de pacientes con sindrome de
Li-Fraumeni, se demostro que la pérdida de p 53 originaba una disminucion de
los niveles de trombospondina 1, y un predominio de la angiogénesis
(Dameron, 1994).

En el anexo IV se detallan los principales genes supresores implicados en la

angiogénesis .
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Por otro lado, un mismo gen supresor tumoral puede ejercer diversos efectos
dependiendo del tipo de tumor. Asi, el gen del RB, origina en el retinoblastoma
y el osteosarcoma un fenotipo anti-angiogénico, pero en las lineas celulares de

cancer de préstata no consigue este efecto anti-angiogénico (Bookstein, 1990).

Otras veces el mismo gen supresor tumoral origina diferentes substancias
inhibidoras dependiendo del tipo celular donde se exprese. Es el caso de p53,
que en fibroblastos induce la secrecion de trombospondina 1, y en el
glioblastoma otra sustancia desconocida que no es la trombospondina 1
(VanMeir, 1994).

Por ultimo, la misma sustancia inhibidora puede ser producida por distintos
genes supresores tumorales en diferentes tejidos. La Trombospondina 1 es
inducida por el gen p53 en fibroblastos, y por otro gen supresor tumoral del

cromosoma 10 en el glioblastoma multiforme (Hsu 1994).

3.6- CAMBIOS HACIA EL FENOTIPO ANGIOGENICO EN LA FASE PRE-
NEOPLASICA.

El cambio hacia el fenotipo angiogénico en un tejido normal se inicia en un
estadio precoz pretumoral, a nivel de los cambios displasicos de un epitelio.

En cultivos de células in vitro se ha demostrado (Bouck y col., 1996):

1. La pérdida de genes supresores tumorales disminuye la presencia de
substancias inhibidoras de la angiogénesis.
2. La activacidon de oncogenes incrementan los factores inductores de la

angiogénesis.

Estudios in vitro realizados a partir de células extraidas de tejidos displasicos,
demuestran un predominio de factores inhibidores de la angiogénesis en los
estadios precoces, para cambiar después hacia un predominio de sustancias
inductoras (Carmeliet, 2000).
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El proceso de angiogénesis en el estadio pre-neoplasico, ha sido estudiado
utilizando ratones transgénicos portadores de determinados oncogenes, 0 con
pérdida de genes supresores tumorales (Hanahan, 1996). En el modelo de
raton transgénico “RIP-Tag” portador del oncogen Tag (antigeno SU 40 T), se
estimuld la expresion del oncogén en células B productoras de insulina de los
islotes pancreéticos, evidenciandose actividad angiogénica en una fase pre-
neoplasica de hiperplasia con cambios de carcinoma in situ (Figura 22, A). La
actividad angiogénica fue medida en ensayos in vitro , cultivando
conjuntamente en un gel células endoteliales y células procedentes de los
islotes pancreaticos en distintos momentos evolutivos de la carcinogénesis
(Hanahan, 1996).

En un segundo modelo de raton transgénico se provocé el desarrollo de un
firbrosarcoma dérmico mediante la infecciébn con un papilomavirus bovino.
Observandose, el inicio de la angiogénesis también en una etapa pre-
neoplasica de fibromatosis agresiva (Figura 22, B).

Por ultimo, en un tercer modelo de carcinogénesis, se evidencio actividad
angiogénica en la lesion de carcinoma in situ, previa al desarrollo del carcinoma

escamoso invasor (Figura 22,C).

Figura 22. El inicio del proceso de angiogénesis, ocurre en un estadio pre-neoplasico en los

tres modelos tumorales con ratones transgeénicos.

(A) La expresion del oncogen Tag en los islotes pancreaticos produce una transformacion
tumoral que se desarrolla en cuatro etapas: normal con expresion del oncogén, hiperplasia
de los islotes con signos histolégicos de CIS, islotes angiogénicos, y carcinoma de los
islotes pancreaticos.

(B) En ratones transgénicos portadores del oncogén BPV-1, la dermis normal muestra
inicialmente, una fibromatosis leve con acumulos focales de fibroblastos. En el siguiente
estado de fibromatosis agresiva, se observa angiogénesis, que persiste y aumenta en el
fibrosarcoma protuberans ya establecido.

(C) La expresion del oncogén HPV-16 en los queratinocitos basales, provoca el desarrollo de
un carcinoma escamoso. En un inicio se observa hiperplasia del epitelio con un leve
aumento de la densidad vascular. La angiogénesis aumenta en la displasia y el carcinoma

invasor.
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La utilizacibn de marcadores inmunohistoquimicos vasculares, ha permitido
detectar la actividad angiogénica en muestras de tejido humano parafinado.
Para el estudio de la angiogénesis en los tejidos, se utiliza el estudio de la
densidad microvascular. Se ha podido detectar, un incremento progresivo del
namero de vasos en los tejidos displasicos respecto a los normales, para
aumentar considerablemente en la lesion infiltrante.

Asi, se ha evidenciado un incremento de densidad vascular alrededor de
lesiones in situ de mama y de cérvix (Figura 23) (Weidner, 1992) (Smith-Cune,
1994).
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Figura 23. Representacién esquematica del inicio de la angiogénesis en lesiones precursoras

de cancer de mama y de cérvix.

(A) En el proceso de carcinogénesis los conductos mamarios muestran una creciente atipia
celular que evoluciona de la displasia y el CIS hasta el carcinoma, evidenciandose un
incremento progresivo de la densidad de capilares que rodea los conductos mamarios.

(B) El epitelio escamoso cervical presenta diversos grados de displasia epitelial (I-11l), hasta el
desarrollo del carcinoma invasor. La angiogénesis aumenta progresivamente de forma

paralela al incremento en el grado de displasia epitelial, siendo maxima en el carcinoma.
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También en el melanoma, se ha demostrado un incremento progresivo en la
densidad vascular en el nevus displasico con respecto al no displasico, y mayor
en el melanoma de crecimento vertical u horizontal (Ribatti, 1992, Graham,
1994). El fenotipo angiogénico se desarrollaria de forma gradual. Asi, en el
momento en que las células cambian hacia el fenotipo angiogénico se
producirian una serie de cambios a nivel genético, como la pérdida de genes
supresores tumorales y la activacion de oncogenes, que permiten romper el

equilibrio entre substancias inhibidoras y inductoras de la angiogénesis,
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desplazandolo hacia un aumento de la angiogénesis. Este fendmeno se
observaria ya en la lesion in situ o en la displasia.

Estos cambios a nivel genético implican a los mismos genes que son
responsables de la desregulacion del crecimiento celular. Por tanto, estrategias
terapéuticas dirigidas a la inactivacion de oncogenes o a restaurar la funcion
de genes supresores tumorales, beneficiarian el control de la proliferacion

celular y de la angiogénesis.
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4- ANGIOGENESIS Y PROSTATA.

4.1- ARQUITECTURA VASCULAR PROSTATICA.

Las primeras descripciones sobre la vascularizacion prostatica fueron
realizadas en 1934 por Bumpus y Antopol. Posteriormente, en 1956 Glegg y
col. confirmaron estos primeros estudios y realizaron los principales trabajos
sobre la arquitectura vascular prostética.

La glandula prostética recibe su irrigacion arterial a partir de ramas de las
arterias iliacas internas. Estas arterias penetran las glandula en la parte
supero-lateral de forma bilateral, y se ramifican dentro de la capsula prostética,

extendiéndose por el parénquima prostatico hacia la uretra (Glegg y col., 1956).

La préstata normal muestra tres zonas vasculares constituidas por vénulas,
arteriolas y capilares que se distribuyen en el estroma fibromuscular de forma
ordenada y regular. En la capsula se observa una zona periférica, que
muestra vasos ramificados en el tejido conectivo que rodea la glandula. A
continuacion una zona intermedia dénde los vasos tienen una distribucion
centripeta hacia la uretra prostatica. Y por ultimo, una zona periuretral, que
muestra un rico plexo vascular que rodea y nutre la propia uretra prostatica
(Glegg y col., 1956).

Los vasos de la zona capsular son de tipo arterial y trayecto tortuoso. Se

organizan principalmente en dos grupos de vasos antero-laterales y otros dos
postero-laterales (Figura 24). En la zona del apex prostético, los dos grupos
antero-laterales se unen para formar un solo grupo anterior. Ademas, en la
parte posterior de la glandula se puede observar un grupo adicional de vasos
de tamafo arteriolar o venular que se sitia en la linea media con trayecto

descendente.
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Los vasos de la zona intermedia atraviesan la mayor parte del parénquima

prostatico rodeando con sus capilares a los acinos de la zona central y
periférica. Se dirigen hacia la uretra prostatica y muestran diferencias en su
distribucion en diferentes niveles de la glandula. Asi, por debajo del meato
urinario interno los capilares derivan del plexo antero-lateral, y muestran una
distribucion concéntrica entre las fibras de muasculo liso que rodean la uretra.

Por debajo de la cresta uretral, se observa una disminucion en el nUmero de
vasos y de fibras musculares lisas, pero aumenta la vascularizacién que
proviene de ricos plexos que rodean los conductos eyaculadores y el utriculo

prostatico.

Por dltimo, los vasos del plexo uretral que irrigan la pared anterior uretral

derivan de los vasos de la comisura anterior y tienen un trayecto vertical
paralelo a la uretra, mientras que los vasos que irrigan la pared posterior
derivan principalmente de las estructuras vasculares concéntricas del tejido

periuretral.

4.2- ARQUITECTURA VASCULAR EN LA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL
PROSTATICA (PIN) Y EN EL CARCINOMA INVASOR.

Los primeros estudios sobre la arquitectura vascular en el cancer de prostata
fueron realizados en 1993 por Bigler y col., que demostraron un aumento de la
densidad vascular en el carcinoma prostatico.

Otros estudios de Weidner y col., (1993) observaron una correlacion entre la
densidad vascular del cancer prostatico y el desarrollo de metastasis a
distancia.

Posteriormente, Brawer y col. (1994) correlacionaron la densidad vascular con
diversos factores prondsticos como el estadio patolégico, y recomendaron su
utilizacion en core-biopsias prostaticas como indicador de agresividad tumoral.
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4.3- EXPRESION DE FACTORES ANGIOGENICOS EN EL TEJIDO
PROSTATICO.

Los resultados sobre la expresion de factores angiogénicos en el tejido
prostatico han sido variables. Los primeros trabajos se llevaron a cabo por
Harper y col. (1996) utilizando métodos inmunohistoquimicos sobre tejido
parafinado. Sus observaciones revelaron una expresion débil del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) en el tejido normal y en la hiperplasia, y
un aumento de su expresion en el adenocarcinoma prostatico y las células

neuroendocrinas.

Posteriormente, Ferrer y col. (1997) estudiaron la expresion de VEGF in vivo e
in vitro. Evidenciando que la expresion de VEGF en el tejido benigno y

hiperplasico era variable, con casos debilmente positivos y otros negativos.

Contrariamente, Jakson y col (1997) demostraron que la expresién de VEGF
era constante e intensa en el epitelio, estroma y vasos de todos los casos con
zonas de tejido prostatico conservado. Sus resultados inmunohistoquimicos

fueron contrastados en el mismo trabajo por PCR y Western-Blot.

En cuanto al factor angiogénico FGF2, se ha demostrado que las células
estromales de la glandula prostatica tienen un papel clave como mediadoras de
los efectos androgénicos, induciendo la proliferacién y citodiferenciacion del
epitelio secretor prostatico (Cunha y col., 1987).

El FGF2 es producido principalmente por los fibroblastos, y estimula su propio
crecimiento de forma autocrina (Story y col., 1987).

Ademas, en cultivos de lineas celulares de préstata se ha evidenciado que el
FGF2 estimula el crecimiento de las células epiteliales de forma paracrina
(McKeehan y col., 1987).

Por otro lado, los fibroblastos prostaticos son sensibles a los andrégenos
mediante unos receptores. Se ha demostrado que los andrégenos potencian
los efectos de FGF2 (Levin y col., 1992). Las células estromales aumentan la
secrecion de factores de crecimiento, que a su vez incrementan la proliferacion

de las células epiteliales prostaticas (Swinnen y col., 1990).
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Las interacciones entre el epitelio y el estroma son fundamentales para el
control y mantenimiento de la estructura y funcion del epitelio prostéatico, y son
muy importantes en el desarrollo de la Hiperplasia prostatica benigna (Story y
col., 1987). Algunos investigadores sugieren que el proceso de hiperplasia se
inicia con la proliferacién de los fibroblastos, con posterior incorporacién del
epitelio ducto- acinar, y de células endoteliales y musculares lisas (Luo y col.,
1991).

Por ultimo, existen escasas referencias en la literatura acerca de la expresion
de los receptores del principal factor angiogénico VEGFR1 (Flt-1) y VEGFR2
(FIk/KDR) en el tejido prostatico no tumoral. Ferrer y col (1999) demostraron
una ligera inmunoexpresion de ambos receptores en el epitelio y vasos de
areas no tumorales. Curiosamente FLK/KDR se expresaba con mayor
intensidad en las células basales de las glandulas hipertroficas.

Estas observaciones fueron corroboradas por el trabajo de Hahn y col. (2000),
gue mostrd una expresion constante del receptor Flt-1 en el epitelio glandular y

células endoteliales de tejido benigno a nivel de proteina y de ARN.

Ademés del factor angiogénico VEGF, el factor de crecimiento fibroblastico
basico (FGF2) y sus receptores se expresan tanto a nivel de las células
estromales, como de las células epiteliales del tejido prostatico (Dow y col.,
1997).

Por otro lado, el FGF2 que normalmente se sintetiza por los fibroblastos puede
ser producido también por las células tumorales del cancer de préstata. Asi, se
ha observado que diversas lineas celulares de cancer de prostata (DU145,
PC3,LNCaP) sintetizan cantidades variables de FGF2 y expresan también su
receptor (Nakamoto y col., 1992).

Por altimo, se ha relacionado a FGF2 con la progresiéon del cancer de prostata.
El FGF2 induce en las células endoteliales la sintesis de activadores del
plasmindgeno de tipo uroquinasa (uPA), favoreciendo asi la degradacion de la

matriz extracelular (Saksela y col., 1987).
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En las lineas celulares DU145 y PC3, el aumento en la expresion de uPA se ha
correlacionado con fenotipos mas agresivos. Se postula que en la adquision del
fenotipo invasivo las células aumentarian de forma importante la expresion de
FGF2 (Nakamoto y col., 1992).

La expresion de ambos receptores en la poblacion tumoral y endotelial
sugieren un mecanismo de accién de VEGF paracrino sobre el endotelio y
autocrino en las mismas células neoplasicas que lo producen. El proceso de
angiogénesis parece estar implicado en gran variedad de procesos patologicos
que afectan a la glandula prostética, desde la hiperplasia glandular benigna al
carcinoma prostatico, pero existen escasas referencias en la literatura sobre el
papel de los distintos factores angiogénicos en la neovascularizacién de los

tumores prostaticos.
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ll. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

Dado que la angiogénesis es un mecanismo primordial en el desarrollo y
progresion tumoral, y basandonos en la existencia de estudios sobre
angiogénesis en lesiones preneoplasicas y carcinoma in situ en las cuales se
demuestra un aumento significativo de la neovascularizacién que sugiere que
la actividad angiogénica tumoral ocurre independientemente de la invasion

neoplasica, se platea como hipo6tesis de trabajo la_existencia de un patrén

angiogénico evolutivo en las diversas etapas del desarrollo tumoral, desde una

fase inicial premaligna como es la neoplasia intraepitelial prostatica de alto

grado hasta el carcinoma invasor.

Para comprobar experimentalmente esta hipotesis, se han planteado los

siguientes objetivos :

1. Estudiar la densidad vascular en las lesiones de PIN de alto grado, respecto

a la glandula normal y al carcinoma invasor.

2. Evaluar la expresion y distribucién tisular de los factores angiogénicos
VEGF y bFGF, y de sus receptores Flt-1 y FIk/KDR en la lesion intraepitelial
prostatica de alto grado, en la glandula normal, y en el carcinoma prostético

con diferentes grados de diferenciacion.
3. Correlacionar los indices de proliferacion celular y la angiogénesis mediante
la deteccién de la expresion de Ki67/MIB1 en las lesiones precursoras de

PIN y su progresion hacia el carcinoma.

4. Relacionar la densidad vascular con la expresion de los factores
angiogénicos VEGF y bFGF, y de sus receptores Flt-1 y FIk/KDR.

5. Determinar si existe una correlacion entre la angiogenesis tumoral y los

parametros clinico-patologicos de agresividad.
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lll. MATERIAL Y METODOS.

El material objeto del estudio se obtuvo a partir de 58 casos de prostatectomia
radical por adenocarcinoma de préstata en estadio pT2 y pT3 sin tratamiento
hormonal previo, procedentes del archivo de Anatomia Patolégica del Hospital
Vall d’Hebron de Barcelona durante los afios 1996-2001. Los datos clinico-

patolégicos se resumen en la tabla 8.

Se analizaron un total de 174 muestras correspondientes a :

e 58 adenocarcinomas prostéaticos con diferentes grados de diferenciacion.
e 58 lesiones de PIN de alto grado.

e 58 zonas de tejido prostatico normal adyacente a la tumoracion.

Todos los casos tenian un diagndstico comprobado histopatolégicamente en
nuestra institucion de adenocarcinoma de prostata, sobre material incluido en
parafina. Se dispuso de material para la realizacion del estudio histopatologico

y de estudios inmunohistoquimicos.

Se cuantifico la densidad vascular en el adenocarcinoma, en las areas de PIN
de alto grado, y en el tejido normal adyacente, previa inmunotincion con CD.34,
y se valoro el indice de proliferacidon celular con el marcador Ki67/MIB-1 en los
distintos patrones morfolégicos. Asi mismo se valoré la inmunoexpresion de
VEGF, bFGF, y de los receptores Flt-1 y FLK/KDR a nivel del epitelio glandular,

de los vasos y del estroma prostatico en los diferentes patrones morfoldgicos.

3.1- OBTENCION DE LOS PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

Todos los casos fueron valorados en un microscopio Optico. Se obtuvieron

distintas variables clinico-patoldgicas que se resumen en la tabla 9.

Tabla 9- Descripcion de las variables clinico-patolégicas.
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VARIABLE

CARACTERISTICAS

Edad

Incluida en todos los casos, segun el orden cronol6gico de
presentacion.

Variable cuantitativa discreta en el momento de la recogida
de datos.

Grado Histolégico

Se utilizé el sistema de gradacién de Gleason combinado
(“score”).

Variable cuantitativa discreta en el momento de la recogida
de datos.

Variable cualitativa dicotdmica con el punto de corte en el
patrén combinado 7, en diversas pruebas estadisticas.

Este valor es el recomendado por la literatura mas  reciente
de forma mayoritaria, considerando: por debajo de 7 como
tumores de “bajo grado”, y por encima de 7 como de “alto
grado”.

Estadio Tumoral

Se utilizé el sistema de estadificacion recomendado para el
carcinoma de prostata por el American Joint Committee on
Cancer (UICC), mediante la clasificacion TNM (6° edicion,
2003).

Los casos corresponden a carcinomas primarios localizados
(pT2 6 pT3).

Variable cualitativa dicotomica. Las categorias corresponden
a cada estadio tumoral.

Méargenes de Reseccion

Se consider6 margen positivo o afectado cuando se
observaron células tumorales en contacto con la tinta que se
utiliza para delimitar el margen quirdrgico durante el
procesamiento macroscoépico de la pieza.

Variable cualitativa dicotdmica, en la cual una categoria
contenia las muestras con margen libre, y la otra las muestras
con margen afectado.

Invasiéon de Vesiculas

Seminales

Solamente evaluado en casos con estadio pT3.

Se consider6 las vesiculas seminales como invadidas cuando
se afectaba la capa muscular de la vesicula seminal y no tan
sélo la adventicia.

Variable cualitativa dicotomica. Las categorias correspoden a
la ausencia o presencia de invasion de vesiculas seminales.

PSA pre-operatorio

Se evalué la ultima determinacién sérica de PSA libre y total
antes del tratamiento, y se calcul6 en cada caso el ratio PSA
libre/ PSA total.

Variable cuantitativa continua, en el momento de la recogida
de datos.

Progresion tumoral

Se considerd progresion tumoral biologica la elevacion del
PSA postoperatorio por encima de 1 ngr/ml, tras un intervalo
libre de enfermedad.
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3.2- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

Todas las muestras fueron fijadas en formol tamponado al 10 % durante 36
horas a temperatura ambiente. Posteriomente, fueron deshidratadas vy
parafinadas en un procesador V.I.P a 60" y en condiciones de vacio. Las
determinaciones inmunohistoquimicas se realizaron sobre cortes histoldgicos
de 4um montados en cristales con carga electrostética.

Tras desparafinacion e hidratacion de los tejidos en alcoholes decrecientes, se
realiz6 un desenmascaramiento antigénico con digestién enzimatica con el uso
de pepsina en el caso de VEGF, y mediante calor con el uso de tampon citrato
pH 6 en olla a presiéon en el caso de FLK/KDR, CD.34, Ki67 y Flt-1. Para el
estudio de bFGF no se realiz6 desenmascaramiento.

Tras el desenmascaramiento, se bloqued la peroxidasa endégena con peroxido
de hidrégeno al 0,03 % durante 5 minutos.

Se procedié a la incubacién con los anticuerpos primarios a temperatura
ambiente. Frente a VEGF y el bFGF se utilizaron anticuerpos policlonales de
conejo ( A-20 y 147, Santa Cruz Biotech., respectivamente) incubados durante
30 minutos a una dilucion de 1/200. El anticuerpo contra VEGF reconoce el
extremo aminoterminal de las isoformas de 121, 165 y 189 aminoécidos.

Para FLK/KDR se empled un anticuerpo monoclonal de ratéon ( A-3, Santa
Cruz Biotech.) y para el Flt-1 un anticuerpo policlonal de conejo ( C-17, Santa
Cruz Biotech.). Ambos anticuerpos fueron incubados también durante 30
minutos a una dilucion de 1/100. Para el CD.34 se utilizd un anticuerpo
monoclonal ( BI-3C5, DAKO) incubado durante 60 minutos a una dilucion de
1/100. Finalmente, para Ki67 se utiliz6 un anticuerpo monoclonal de raton
(082D de Biomeda), prediluido y incubado durante 60 minutos.

Tras lavados con PBS, se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con un polimero de dextrano ( EnVision+, DAKO ) marcado con
peroxidasa especifico para los anticuerpos primarios. La presencia de uniones
antigeno-anticuerpo-polimero  fue puesta en evidencia con 3-3
diaminobencidina como cromogeno. Las secciones se contrastaron ligeramente
con hematoxilina acuosa de Mayer, deshidratadas y montadas de forma

permanente.
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Tabla 10- Resumen de los anticuerpos utilizados.

ANTICUERPO CLON CASA DILUCION | LOCALIZACION
COMERCIAL

anti-VEGF A20 Santa Cruz 1/200 Citoplasmatica
Biotech.

anti-bFGF 147 Santa Cruz 1/200 Citoplasmatica
Biotech.

anti-Flt-1 C-17 Santa Cruz 1/100 Citoplasmatica
Biotech.

anti-FLK/FDR A3 Santa Cruz 1/100 Citoplasmatica
Biotech.

CD.34 BI-3C5 DAKO 1/100 Citoplasmatica

Ki67/MIB-1 082D Biomeda. prediluido Nuclear

Fueron realizados controles positivos en cada una de las determinaciones con
una seccion tisular de lesién de psoriasis, en la que se conocia previamente la
expresion para VEGF, bFGF, Flt-1 y FLK/KDR. Como controles negativos
fueron empleados sueros no inmunizados de raton y de conejo sustituyendo al
anticuerpo primario sobre la misma seccién de control positivo.

Para Ki67 y CD.34 se emple6 una seccion histolégica de una amigdala como

control positivo.

3.3- DETERMINACIONES EXPERIMENTALES.

Las valoraciones se realizaron en un microscopio 6ptico ( Olympus, CH2,
CWHK 10X18L ) a un objetivo de 4X para la identificacion de los campos a

estudio, y a un objetivo de 40X para la cuantificacién de las muestras.

3.3.1- EXPRESION DE VEGF, bFGF, Flt-1 y FLK/KDR.

Se procedié a la evaluacién microscopica por dos patdlogos entrenados, con

una variabilidad interobservador del 5 %.
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La valoracion inmunohistoquimica se realizO mediante un método
semicuantitativo, valorando en cada caso la extensidén (porcentaje de células
tefiidas) y intensidad ( O=ausente, 1=débil, 2=moderada, 3=marcada) de
inmunotincion.

Para disminuir ostensiblemente la subjetividad de la valoracion se empled un

score histolégico obtenido de aplicar la formula:

HScore=1 x (% débil) + 2 x (% mod) + 3 x (% intenso) (1,2)

Con ello se obtuvo un score que varia de 0 (inmunoexpresion nula) a 300

(maxima inmunoexpresion).

Este método de valoracion inmunohistoquimico ha demostrado una buena
correlacion con los ensayos bioquimicos estandars que utilizan tejidos en
fresco homogeneizados para la valoracion y cuantificacion del grado de
expresion de receptores de estrégenos en el cancer de mama (McClelland y
col.,, 1990) (Vermeulen y col., 1996). Ademas, la utilizaciébn de Hscore ha
demostrado una gran reproducibilidad entre observadores (Pertschuk y col.,
1985) (Shimada y col., 1985) (Wilbur y col., 1992).

La visualizacion directa de la expresion proteica de los factores angiogénicos
VEGF y bFGF, y de sus receptores Flt-1 y FLK/KDR, en el tejido prostatico
evita posibles errores de muestreo, y permita la valoracién directa de la
intensidad y distribucion tisular en los distintos patrones morfolégicos
estudiados.

La obtencién del score histolégico nos ha permitido cuantificar el grado de
expresion proteica de los factores estudiados, permitiendo establecer
comparaciones estadisticas y evidenciar su expresion heterogénea en el

adenocarcinoma, el PIN de alto grado y el tejido normal adyacente.
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3.3.2- ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR.

Se procedié a la cuantificacion del porcentaje de actividad proliferativa en los
distintos patrones morfol6gicos mediante la determinacién inmunohistoquimica
de la tincion nuclear para Ki67/MIB-1.

La proteina Ki67 tiene una vida media corta y su expresion es necesaria en la
progresion del ciclo celular (Schulter y col., 1993). Se utiliz6 un anticuerpo
monoclonal de raton ( clona 082D) que detecta las células en fase G1 tardia, S,
My G2.

El analisis inmunohistoquimico con el anticuerpo MIB-1/Ki67 es la técnica de
eleccion para la valoracion del indice de proliferacién tisular en tejidos humanos
parafinados. Diversos estudios han evidenciado una correlacion significativa
entre la expresion de Ki67 y el grado de malignidad y el pronéstico en diversos
tumores (Ross y col., 1995) (Hall y col., 1990) (Bubendorf y col., 1996).

3.3.3- ESTUDIO DE LA DENSIDAD VASCULAR

Para la cuantificacion de la densidad vascular se utilizé el método de contaje de
puntos con una rejilla Chalkley (Olympus x250, Chalkley grid area 0,196mm2).
(Fig.25).

Este método, reconocido por el Comité Internacional para la valoracion de la
angiogénesis en tumores solidos (Vermeulen y col., 1996) , consiste en una
rejilla que contiene 25 puntos distribuidos al azar que se coloca sobre el ocular
del microscopio . La cuantificacion vascular en las areas de tumor se efectué
en los cortes seleccionados y tefiidos con CD.34, marcador altamente
especifico para las células endoteliales maduras, en los denominados hot
spots, o0 puntos calientes del tumor. Estos puntos representan la zona de mayor
densidad vascular del tumor y se localizan tras barrido a bajo aumento (X10).
Con la rejilla Chalckley y realizando una rotacion del ocular se hace coincidir el
maximo de puntos con las vasos tefiidos con CD.34 efectuando el contaje de
positividad de inmunotincion coincidente (a 250X) estudiando para cada caso

tres puntos calientes y obteniendo la media ponderada (Fig.26).
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Para la cuantificacion vascular del epitelio glandular normal y de las areas de
PIN de alto grado, se estudiaron tres zonas al azar evaluando el estroma

situado entre glandulas en zonas alejadas del tumor.
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IV. RESULTADOS

4.1- ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS.
4.1.1- EDAD.

Las muestras obtenidas a partir de piezas de prostatectomia radical, en las
cuales se estudiaron tejido normal, lesiones de PIN de alto grado y
adenocarcinomas prostaticos, corresponden a hombres con edades
comprendidas entre los 48 y los 72 afios. La edad media fue de 63,66 afos, y
la mediana de las edades de 64,00 afios. La muestra estaba compuesta por un
25% de pacientes con edades inferiores a los 60,75 afios y un 75% de

pacientes con edades inferiores a los 67,25 afos.

4.1.2- GRADO HISTOLOGICO Y _ESTADIO TUMORAL.

Se incluyeron en el estudio un total de 58 casos: 27 casos (46,6 %) con
diagnostico de adenocarcinoma de bajo grado (Gleason: 2-6), y 31 casos (53,4
%) con diagnostico de adenocarcinoma de alto grado (Gleason: 7-10).

En cuanto al estadio tumoral, 26 casos fueron adenocarcinomas prostaticos
organoconfinados (estadio pT2) y 32 fueron adenocarcinomas con extension
capsular o extracapsular (estadio pT3) representando el 44,8 % y el 55,2 % de

las muestras, respectivamente.

4.1.3- MARGEN DE RESECCION E INVASION DE VESICULAS SEMINALES.

La mayoria de los adenocarcinomas prostéaticos (45 de 58 casos) (77,6 % ) no
mostraban infiltracién del margen de reseccion quirargico. Tan solo se constato
invasion tumoral del margen de reseccion en 13 casos (22,4 %).

La invasiéon de vesiculas seminales fue valorado tan sélo en aquellos casos con

estadio pT3 (32 casos).
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En estos tumores no organoconfinados (pT3), la mayoria no mostraron invasion
de vesiculas seminales (81,25%). Tan so6lo se observo invasion de vesiculas
seminales en 6 casos (18,75%), siendo los demas negativos.

4.1.4- PSA libre, total y ratio PSA libre/ total.

Se obtuvieron los valores de PSA total, libre y del ratio de PSA libre/ total en 56
de los 58 casos de adenocarcinomas prostaticos incluidos en el estudio. La
media de valores de PSA total de la muestra fue de 12,00 ( rango:1,50-57,00),
del PSA libre de 1,31 ( rango:0,10-8,40) y del ratio PSA libre/ total de 0,12 (
rango:0,01-0,27).

El 75 % de los casos de adenocarcinoma mostraron niveles de PSA total
inferiores a 15,67, PSA libre inferior a 1,70 y ratio de PSA libre/ total inferior a
0,16.

4.1.5- PROGRESION TUMORAL.

Se registr6 la evolucion de la enfermedad tras el tratamiento con
prostatectomia radical y tratamiento hormonal, entre 1996 y 2003 en el
Departamento de Urologia del Hospital Vall d’Hebron. Se obtuvo el seguimiento
en 53 (91,4%) de los 58 casos iniciales. Se consider6 como criterio de
progresion tumoral el aumento del PSA total postoperatorio por encima de
1ngr/ml. En la mayor parte de los casos no se evidenci6 progresion tumoral: 43
casos (74,1%). Tan sOlo progresaron 10 de los 53 casos con seguimiento
(17,2%).

109



Tabla 11- Resumen descriptivo de las variables clinico-patoldgicas incluidas en

el estudio (media, * entre paréntesis valores minimo y maximo).

VARIABLE

Numero de pacientes

58

EDAD

63,66 (48-72)*

GRADO HISTOLOGICO
2-6
7-10

27 (46,6%)
31 (53,4%)

ESTADIO PATOLOGICO
pT2
pT3

26 (44,8%)
32 (55,2%)

MARGEN DE RESECCION
LIBRE
AFECTADO

45 (77,6%)
13 (22,4%)

INVASION DE VESICULAS SEMINALES

AUSENTE 26 (82,25%)

PRESENTE 6 (18,76%)
PSA total 12,00 (1,50-57,00)*
PSA libre 1,31 (0,10-8,40)*

Ratio PSA libre/ total

0,12 (0,01-0,27)*

PROGRESION TUMORAL
NO
Sl

43 (74,1%)
10 (17,2%)
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4.2- ANALISIS DE LOS PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

Se estudio la relacion de las diferentes variables clinico-patoldgicas, y se
evidencio diferencias significativas (p<0,05), o casi significativas (p<0,10) en
algunas ocasiones. La relacion entre las variables fue directa en todos los

casos.

4.2.1- GRADO HISTOLOGICO Y EL ESTADIO TUMORAL.

Se evalud en todos los casos de la muestra (58). La mayoria de los casos con
bajo grado de Gleason (19 de 27) (70,4%) eran adenocarcinomas
organoconfinados (pT2). Mientras que la mayoria de casos de alto grado (24 de
31) (77,4%) mostraban un estadio pT3. Como cabia esperar, se demostré una
relacion directa y muy significativa entre el grado de Gleason y el estadio
tumoral (p<0,000).

4.2.2- GRADO TUMORAL Y LA INVASION DE VESICULAS SEMINALES.

Se evalud en un total de 32 muestras en estadio pT3. Tan solo se observo
invasion de vesiculas seminales en 6 casos (18,75%). Todos los casos con
invasion de vesiculas seminales correspondian a tumores de alto grado (6 de
6) (100%). Sin embargo, la mayoria de tumores de alto grado (18 de 24) (75%)
no evidenciaron invasion de vesiculas seminales. Se observo una relacion
entre el grado tumoral vy la invasion de vesiculas seminales aunque no fue

significativa (p=0,296).

4.2.3- GRADO TUMORAL Y EL MARGEN DE RESECCION QUIRURGICO.

La mayoria de casos de bajo grado de Gleason (24 de 27) (88,9%), asi como
los casos de alto grado (21 de 31) (67,7%) no mostraban infiltracion del margen
de reseccion. Los casos en los que se evidencio invasion del margen (10 de

13) (76,9%) se correspondian con tumores de alto grado.
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Por tanto, se evidencié una tendencia a un mayor grado de Gleason en los
tumores con invasion del margen de reseccion que resultd ser casi significativa
(p=0,066).

4.2.4- GRADO TUMORAL v el PSA total, PSA libre y el ratio de PSA libre/

total.

Los tumores de alto grado mostraron en general unos valores de PSA
superiores a los tumores de bajo grado. Asi, el 75% de adenocarcinomas de
alto grado observaron valores de PSA total iguales o inferiores al 19,50,
mientras que en los de bajo grado los valores eran inferiores a 11,00. La media
del PSA en los tumores de alto grado fue de 14,64 (rango:1,50- 57,00) y de
8,71 en los de bajo grado (rango:3,00-34,20). Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas, demostrandose un aumento en el PSA total en
los adenocarcinomas de alto grado (p=0,048).

Para el PSA libre los valores observados en los tumores de alto grado también
fueron superiores a los tumores de bajo grado. La media fue de 1,62 en los
tumores de alto grado (rango:0,10-8,40) y de 0,92 en los de bajo grado
(rango:0,10-2,90), siendo las diferencias casi significativas (p=0,05).

Los valores del ratio de PSA libre/ total obtenidos en la muestra fueron
similares en ambos grados histolégicos. Asi, la media del ratio en los
carcinomas de bajo grado fue de 0,11 (rango:0,02-0,23) y en los carcinomas de
alto grado de 0,13 (rango:0,01-0,27)(p=0,526).

4.2.5- ESTADIO TUMORAL v el PSA total, PSA libre y el ratio de PSA libre/

total.

Se evidencié un aumento significativo en los valores de PSA total en los
tumores en estadio pT3 respecto a los pT2. Asi, la media del PSA total en los
tumores pT2 fue de 8,51 (rango:1,80-43,00), aumentando ostensiblemente en
los tumores con pT3 con media de 14,61 (rango:1,50-57,00). Estas diferencias

fueron estadisticamente muy significativas (p=0,006).
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Para el PSA libre la media en los tumores pT2 fue de 0,94 (rango:0,10-2,80) y
aumentaba a 1,59 (rango:0,10-8,40) en los tumores pT3, siendo las diferencias
casi significativas (p=0,090).

En cambio, el ratio de PSA libre/ total disminuy6 de 0,13 (rango:0,02-0,26) en
los tumores pT2 a 0,11 (rango:0,10-0,27) en los pT3 (p=0,476).

4.2.6- MARGEN DE RESECCION vy el PSA total, PSA libre y el ratio de PSA
libre/ total.

Se observé un aumento en los valores de PSA libre y total en el grupo de
tumores con afectacion del margen de reseccion (n=13). Asi, la media del PSA
libre fue de 1,28 (rango:0,10-8,40) y del PSA total de 11,45 (rango:1,50-57,00)
en los tumores sin afectacion del margen quirdgico (n=43), y aumentaba a 1,42
(rango:0,40-2,90) y 13,80 (rango:5,20-34,20) en los tumores con afectacion del
margen de reseccibn. En ambos casos las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p=0,111 y p=0,082).

Respecto al ratio de PSA libre/ total fue mayor en los tumores sin afectacion del
margen de reseccién (media:0,12, rango:0,01-0,27) que en el grupo de tumores

con afectacion del margen (media:0,11, rango:0,05-0,24) (p=0,741).

4.2.7- INVASION DE VESICULAS SEMINALES Y EL PSA total, PSA libre y
ratio de PSA libre/ total.

En los 26 casos de adenocarcinomas prostaticos sin invasion de vesiculas
seminales la media de PSA total y libre fue superior a la de los tumores con
invasién (adenocarcinomas sin invasion de vesiculas seminales: PSA total:
10,9 y PSA libre: 1,09) (adenocarcinomas con invasién de vesiculas seminales:
PSA total: 9,55 y PSA libre: 0,7). Estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p= 0,454 y 0,562, respectivamente).

Por otro lado, la media del ratio de PSA libre/ PSA total en los casos con
invasion fue ligeramente superior respecto a los casos sin invasion (0,14 versus

0,10), aunque las diferencias tampoco fueron significativas (p=0,595).
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4.2.8- PROGRESION TUMORAL , GRADO HISTOLOGICO Y ESTADIO
TUMORAL.

Se demostrd progresion tumoral en 10 de los 53 casos con seguimiento de
progresion de la enfermedad. Nueve de los diez casos que progresaron eran
adenocarcinomas prostaticos de alto grado, siendo las diferencias
estadisticamente muy significativas (p=0,006).

Por otro lado, la mayoria de casos en estadio pT2 no evolucionaron (87,5%), y
7 de los 10 casos que progresaron correspondian a tumores en estadio pT3
pero las diferencias no fueron significativas (p=0,281).

4.2.9- PROGRESION TUMORAL , MARGEN DE RESECCION Y INVASION
DE VESICULAS SEMINALES.

El porcentaje de casos que progresaron en los casos con margen de reseccion
afectado fue ligeramente superior a los casos sin afectacion del margen (23,1%
y 17,5%) sin ser estas diferencias significativas (p= 0,655). En cambio, en la
mayoria de casos con invasion de vesiculas seminales se observl progresion
tumoral, 60,0 % frente al 14,6%, siendo estas diferencias estadisticamente

significativas (p= 0,014).

4.2.10- PROGRESION TUMORAL , PSA total, PSA libre Y ratio del PSA
libre/ total.

Se observé un incremento significativo del PSA total en los casos con
progresién tumoral respecto a los que no progresaron (p= 0,040). Asi, la
mediana del PSA total en los casos con progresion fue de 16,35 (minimo: 3,00
y maximo: 57,00) y en los que no progresaron e 7,70 (minimo: 1,50 y maximo:
34,20).

El PSA libre también aumentaba en los casos con progresion tumoral (1,35
frente a 0,84 en los casos sin progresion), pero las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (p= 0,184).
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Finalmente, el ratio del PSA libre/ total mostré una disminucidon en los casos

con progresion tumoral, aunque de forma no significativa (0,0962 frente al

0,1220 en los casos sin progresion tumoral) (p= 0,427).

La tabla 12 resume el analisis de los distintos parametros clinico-

patoldgicos. Los nimeros en negrita sefialan las diferencias significativas (p <

0,05) o casi significativas (p < 0,10) obtenidas. Se consideraron asociaciones

no significativas si p era > o igual a 0,10.

GRADO PSA total PSA libre | Ratio PSA | PROGRESION
HISTOLOGICO TUMORAL
ESTADIO 0,000 0,006 0,09 0,476 0,281
MARGENES DE
RESECCION 0,066 0,082 0,111 0,741 0,655
INVASION DE
VESICULAS 0,296 0,454 0,562 0,595 0,014
SEMINALES
PSA total 0,04 0,040
PSA libre 0,05 0,184
Ratio PSA L/T 0,526 0,427
PROGRESION 0,006 0,040 0,184 0,427
TUMORAL
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4.3-ESTUDIO DE LA DENSIDAD VASCULAR

Se observaron diferencias tanto en la distribucion como en el niamero de
vasos de los distintos patrones morfolégicos estudiados.

La densidad vascular era méxima en los adenocarcinomas ( mediana de 8,81,
rango:9-46), mostrando la mayoria de casos (el 75 %) una media de 11,41
vasos. La densidad vascular fue mayor en las zonas periféricas del tumor con
distribucion desorganizada con respecto a las estructuras glandulares. Los
vasos tumorales presentaban formas aberrantes con frecuentes angulaciones y

luces capilares de calibres irregulares (Fig.27).

Asi mismo, la densidad vascular era mayor alrededor de las glandulas con
lesion de PIN de alto grado ( mediana: 5,39, rango: 3-9,67) con respecto a la
glandula periférica normal (mediana: 2,95, rango:1,67-4,33). En las zonas de
PIN de alto grado y de glandula normal la distribucion de los capilares era
fundamentalmente periglandular, con vasos de distribucion ordenada, tamafios
homogéneos y luces regulares (Fig.28,29 y 31).

Las diferencias observadas en los distintos patrones morfolégicos fueron
estadisticamente muy significativas (p< 0,001), evidenciando un claro patrén
evolutivo de vascularizacion en las areas normal- PIN de alto grado —

carcinoma prostético (Grafica.l).

4.3.1- DENSIDAD VASCULAR Y PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

4.3.1.1- Densidad vasculary Grado histoldqgico.

Uno de los resultados mas interesantes se obtuvo al relacionar el grado de
diferenciacion de Gleason con la densidad vascular tumoral. ElI presente
estudio demostr6 mayor densidad vascular en los adenocarcinomas de alto
grado con patrén combinado de Gleason 7, 8, 9 y 10 (mediana:9, rango:4,00-
15,33) y significativa menor densidad en los adenocarcinomas de bajo grado
con patron combinado de Gleason 4, 5 y 6 ( mediana: 7, rango:3,00-12,67)
(Figura.30). Por tanto, se demostré una relacion directa entre el grado

histoldgico y la densidad vascular (p= 0,006).
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4.3.1.2 - Densidad vascular y Estadio tumoral.

Se observé que los tumores con estadio pT3 mostraban una mayor densidad
de vasos respecto a los adenocarcinomas organoconfinados (pT2). Asi, la
densidad vascular en los tumores pT3 mostraba una mediana de 9 vasos (
rango:3,00-15,33) y en el estadio pT2 de 7 vasos ( rango:4,00-12,67), siendo
estas diferencias estadisticamente muy significativas (p=0,009).

4.3.1.3 - Densidad vascular y Margen de reseccion .

Los adenocarcinomas con invasion del margen de reseccion mostraban una
mayor densidad vascular ( mediana:9, rango:3,00-13,00) respecto a los
tumores sin afectacion del margen ( mediana:8, rango:4,00-15,33), aunque las

diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,592).

4.3.1.4 - Densidad vascular y Invasion de vesiculas seminales.

Respecto a la invasion de las vesiculas seminales, los adenocarcinomas con
invasion de vesiculas mostraron una mayor densidad de vasos ( mediana:10,
rango:4,00-15,33), respecto a los casos sin invasién ( mediana:9, rango:3,00-
15,00). Las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,201).

4.3.1.5 - Relacién entre densidad vasculary PSA.

No se evidencid ninguna correlacion entre la densidad vascular tumoral y los
niveles de PSA total (p=0,607), libre (p=0,834) y el ratio de PSA libre/ total
(p=0,178).

4.3.1.6- Densidad vascular y Progresién tumoral.

Se observé un aumento de densidad vascular tumoral en los casos con
progresion tumoral. Asi, los casos que progresaron tenian una mediana de
densidad vascular de 10,00 vasos y los que no progresaron de 8,33; aunque

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,246).
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La Tabla 13 resume el analisis de la densidad vascular frente a los diferentes
parametros clinco-patoldgicos estudiados. Los numeros en negrita sefialan las
diferencias significativas (p < 0,05) o casi significativas (p < 0,10) obtenidas. Se

consideraron asociaciones no significativas si p era > o igual a 0,10.

VARIABLE DENSIDAD VASCULAR
GRADO HISTOLOGICO 0,006
ESTADIO 0,009
MARGEN DE RESECCION 0,592
INVASION DE VESICULAS SEMINALES 0,201
PSA total 0,607
PSA libre 0,834
Ratio PSA 0,178
PROGRESION TUMORAL 0,246

4.3.2-DENSIDAD _VASCULAR Y EXPRESION DE LOS FACTORES
ANGIOGENICOS VEGF Y bFGF, Y DE LOS RECEPTORES Flt-1 Y FLK/KDR.

La expresion tumoral del receptor FLK/KDR se correlacioné de forma muy
significativa con la densidad vascular (r= 0,353) (p=0,007). Asi, los casos con
mayor densidad vascular tumoral presentaban también una mayor expresion
del receptor angiogénico en la poblacién tumoral (Gréfica 2).

Ademas , se observé que existia una correlacion significativa entre la densidad
de vasos tumoral y la expresion vascular de Flt-1 (r=0,326 y p=0,013)

(Gréfica 3).
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Por otro lado, se estudié la posible correlacion de la densidad vascular en la
neoplasia intraepitelial de alto grado y el carcinoma invasor con la expresion de
los factores angiogénicos VEGF y bFGF , observandose un aumento no
significativo en la expresion de los factores angiogénicos en las lesiones de
mayor densidad vascular (r= 0,165 y 0,143, respectivamente) (p= 0,217 y
0,283).

4.4-ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR (Ki67).
4.4.1- ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA PROLIFERACION CELULAR.

El indice de proliferacién celular valorado con el Ki67-MIB-1 fue maximo en el
adenocarcinoma invasor, observandose en el 75 % de los casos unos valores
de Ki67 iguales o inferiores al 10 % (mediana: 5 y rango: 2-30%), (Figura 32).
Ademas, en las lesiones de PIN de alto grado la proliferacién celular era
superior a la observada en las glandulas normales (3 % en el PIN de alto grado
frente al 0,5 % de la glandula normal) (Figura 33).

Las diferencias observadas en los distintos patrones morfolégicos fueron
estadisticamente muy significativas (p=0,000). (Gréafico 4) (Figura 34 y 35).

Por otro lado, los casos con mayor proliferacion celular en el PIN de alto grado
mostraban también mayor indice de proliferacion en las glandulas normales
adyacentes (r=0,378 y p=0,003).

4.4.2-ANALISIS DE LA PROLIFERACION CELULAR CON EL RESTO DE
PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.
4.42.1- PROLIFERACION CELULAR Y GRADO HISTOLOGICO.

Los adenocarcinomas prostaticos de alto grado mostraron unos indices de

proliferacion celular valorados con el Ki67 superiores al de los tumores de bajo
grado ( Ki67 carc.alto grado: 8 %, rango: 2-30 frente a Ki67 carc. bajo grado: 5
%, rango: 2-12). Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=
0,194).

4.4.2.2- PROLIFERACION CELULAR Y ESTADIO TUMORAL.

El 75 % de los adenocarcinomas prostaticos en estadio pT3 mostraron unos

niveles de proliferacidon celular superiores a los tumores en estadio pT2. Asi, en
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los tumores pT3 los niveles de proliferacion celular fueron iguales o inferiores al
10 % de la poblacion tumoral ( mediana: 8 %, rango: 3-30), mientras que en la
mayoria de los carcinomas en estadio pT2 la proliferacion era inferior al 8,25 %

(mediana: 5 %, rango: 2-10). Las diferencias no fueron significativas (p=0,63).

4.4.2.3- PROLIFERACION CELULAR Y MARGENES DE RESECCION.

No se evidenciaron diferencias significativas en los niveles de proliferacion

tumoral de los adenocarcinomas prostaticos con o sin afectacion de margenes
quirurgicos (p=0,380). Sin embargo, la mediana de proliferacién en los tumores
con afectacion del margen fue ligeramente superior ( mediana: 8, rango:3-25) a

la observada en los casos sin afectacion del mismo ( mediana: 5, rango: 2-30).

4.42.4 - PROLIFERACION CELULAR Y INVASION DE VESICULAS
SEMINALES.

El 75 % de los tumores pT3 con invasion de vesiculas seminales mostraron un

indice de proliferacion celular del 18,75 %, mientras que el porcentaje
disminuia al 8 % de la poblacién tumoral en los tumores sin invasion de las

vesiculas seminales, aunque las diferencias no fueron significativas ( p=0,420).

4.4.2.5- PROLIFERACION CELULAR Y PSA.

Se estudio la posible correlacion entre los niveles de PSA total, libre y ratio del

PSA y la actividad proliferativa celular tumoral, sin demostrarse ninguna

correlacion estadisticamente significativa.

4.4.3- ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR Y DENSIDAD
VASCULAR.

Los adenocarcinomas prostaticos con mayor densidad vascular mostraron unos

indices de proliferacion celular significativamente superiores a aquellos tumores
con escasa angiogénesis (r=0,252)(p=0,056) Grafico 5.

Por otro lado, se demostr6 una correlacion entre los casos con mayor
densidad vascular tumoral y una mayor proliferacion en el PIN de alto grado del
mismo caso (r=0,254 y p=0,054) Gréfico 6. Finalmente, no se demostr
ninguna correlacion entre la proliferacion celular y la densidad vascular de las

glandulas normales (p= 0,791).

120



4.4.4- PROLIFERACION CELULAR Y PROGRESION TUMORAL.

Los adenocarcinomas prostaticos que progresaron tenian unos indices de
proliferacion celular valorados con el Ki67 ligeramente superiores
(mediana:6,00) respecto a los que no progresaron (5,00). Estas diferencias no
fueron significativas (p=0,917).

La Tabla 14 resume el andlisis de la proliferacion celular (Ki67) frente a los

diferentes parametros clinico-patolégicos estudiados.

VARIABLE PROLIFERACION CELULAR (Ki67)

GRADO HISTOLOGICO 0,194
ESTADIO TUMORAL 0,631
MARGENES DE RESECCION 0,766
VESICULAS SEMINALES 0,420
PSA libre/ total/ ratio 0,545

DENSIDAD VASCULAR TUMOR 0,056 (Ki67 tumor)

DENSIDAD VASCULAR TUMOR 0,054 (Ki67 PIN)

PROGRESION TUMORAL 0,917
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4.5-ESTUDIOS INMUNOHISTOQUIMICOS.

4.5.1- ESTUDIO DE LA EXPRESION VEGF Y DE SUS RECEPTORES Flt-1 Y
FLK/ KDR.
4.5.1.1- EXPRESION DE VEGF.

En todos los adenocarcinomas de préstata valorados en el estudio con
diferentes grados de diferenciacion, se evidencid una inmunopositividad
constante para VEGF (mediana: 160 rango: 100-290). La intensidad de la
tincion fue variable en cada caso y en las diferentes zonas del mismo tumor
(Figura 36).

La tincidbn fue citoplasmatica y granular con refuerzo en la membrana apical
(Fig.37).

Los vasos tumorales mostraron también una intensa expresion de VEGF
(mediana: 240, rango: 90-290). En el estroma la inmunoexpresion para VEGF
fue de menor intensidad (mediana: 50, rango: 5-240).

La neoplasia intraepitelial de alto grado mostraba una expresion heterogénea
de VEGF en el citoplasma del epitelio secretor (mediana: 140, rango: 0-230).
Ademas, la tincion fue mas intensa en los vasos periglandulares (mediana:
220, rango: 0-290) (Fig.38,39 y 40).

Por ultimo, las glandulas normales mostraron tan sélo una expresion débil de
VEGF en el epitelio secretor y en aisladas células basales (mediana: 90,
rango: 0-280). Los vasos que rodeaban a las glandulas normales ofrecian una
tincion mas intensa que el epitelio glandular (mediana: 145, rango: 5-290). El
estroma mostré en estas areas una leve tincion para VEGF (media: 47,50,
rango: 5-210) (Fig.41).

Destacablemente, las diferencias observadas en la inmunoexpresion del factor
angiogénico VEGF en el adenocarcinoma, la neoplasia intraepitalial de alto
grado y la glandula normal fueron estadisticamente muy significativas (p=
0,000). En el gréfico 7, observamos que existe una mayor expresion del factor
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angiogénico en el HGPIN (mediana:140), con respecto a la glandula normal

(mediana:90), siendo maxima en el adenocarcinoma (mediana:160).
Por dltimo, se observé una correlacion significativa entre los casos que
mostraban mayor expresion de VEGF a nivel tumoral y la expresion del factor

angiogénico en la neoplasia intraepitelial de alto grado (r = 0,310)(p=0,018).

4.5.1.2- EXPRESION DE VEGF Y PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

Se observé una disminucién en la expresion de VEGF en los adenocarcinomas
de alto grado. Asi, la mediana de expresion en los tumores de alto grado fue de
160,00 (rango: 100-270) y de 180,00 en los de bajo grado (rango: 100-290),
aungue las diferencias no fueron significativas (p= 0,673).

Ademas, se observd una ligera disminucién en la inmunoexpresion del factor
angiogénico en la progresion tumoral. Los adenocarcinomas en estadio pT2
mostraban una mediana de expresion de 165,00, y los tumores en estadio pT3
de 160,00 (p= 0,975).

Por otro lado, se evidencié una mayor expresion del factor angiogénico VEGF
en los tumores sin infiltracion del margen (mediana: 170,00) que en los
adenocarcinomas con infiltracién del margen de reseccion (mediana: 150,00),
aungue las diferencias no fueron significativas (p= 0,246).

En cuanto a la invasion de vesiculas seminales, se observd un aumento
significativo en la expresion de VEGF en los tumores que infiltraban las
vesiculas seminales (mediana: 220,00) respecto a los tumores sin invasion
(mediana: 155,00) (p= 0,021).

Por ultimo, se observé una mayor inmunoexpresion de VEGF en el PIN de alto
grado y en el tumor en los casos sin progresion tumoral (mediana PIN: 150,00,
mediana tumor: 160,00) respecto a los tumores con progresion tumoral
(mediana PIN: 115,00, mediana tumor: 150,00). Las diferencias fueron casi
significativas en el PIN de alto grado y no significativas en el tumor (p=0,017 y

p=0,750, respectivamente).
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4.5.1.3 INMUNOEXPRESION DE VEGF Y PROLIFERACION CELULAR
(Ki67).

Se constatdé que los adenocarcinomas prostaticos con mayor expresion de
VEGF mostraban también unos indices de proliferacion celular
significativamente mas elevados (r= 0,288) (p= 0,028) Grafico 8.

En la glandula normal también se demostré una correlacion entre la expresion
del factor angiogénico y la proliferacion celular glandular (r= 0,243) (p= 0,066).
Por ultimo, en el PIN de alto grado no se demostr6 una correlacion entre la
inmunoexpresion de VEGF y la proliferacion celular (p= 0,372).

4.5.1.4- EXPRESION DE Flt-1.

La inmunoexpresion de este receptor angiogénico fue mas intensa en el epitelio
de las lesiones de PIN de alto grado y en las células tumorales que a nivel
vascular (Figura 42). Se observo una mayor expresion de Flt-1 en el epitelio del
PIN de alto grado (mediana: 122,50) respecto a su expresion en células
tumorales (mediana: 110) y a la glandula normal (mediana: 30). Las diferencias
fueron estadisticamente muy significativas (p= 0,012) Grafica 9 (Figura 43 y
44).

La tincibn en los distintos patrones morfoloégicos fue de distribucion
citoplasmatica y granular (Figura 45).

En los vasos la expresion de Flt-1 fue de menor intensidad respecto al epitelio
galndular y a las células tumorales. Aumentaba ligeramente en los vasos que
rodeaban a las lesiones de PIN de alto grado (mediana: 10) y en los vasos

tumorales (mediana: 17,50) respecto a las glandulas normales (mediana: 2,50).

Finalmente, los casos con mayor expresion del receptor en el PIN mostraban
también mayor expresion del receptor en las células tumorales, demostrdndose
una relacion directa y muy significativa entre la expresion de Flt-1 en el epitelio
del PIN de alto grado y el adenocarcinoma (r= 0,478)(p= 0,000) Grafico 10.

124



4.5.1.5- EXPRESION DE Flt-1 Y PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

La expresion de Flt-1 fue mayor en los adenocarcinomas prostaticos de alto
grado (mediana: 20,00) y con estadio pT3 (mediana: 22,50) respecto a los
adenocarcinomas de bajo grado (mediana:10,00) y a los tumores en estadio
pT2 (mediana: 10,00), aunque estas diferencias no fueron significativas (p=

0,770y 0,184, respectivamente).

Por otro lado, los adenocarcinomas con infiltracion del margen de reseccion y
que infiltraban las vesiculas seminales mostraron un ligero aumento en la
expresion vascular de Flt-1 (mediana: 20 y 85,respectivamente) respecto a los
tumores sin infiltracion del margen y sin invasion de vesiculas seminales
(mediana: 18 y 15, respectivamente). Las diferencias no fueron significativas
(p= 0,223y 0,119).

Por dltimo, no se observaron diferencias significativas en la inmunoexpresion
tumoral de Flt-1 entre los casos que mostraron progresion tumoral (mediana:

102,00) y los que no progresaron ( mediana: 100,00).

4.5.1.6- INMUNOEXPRESION DE FLT-1 Y PROLIFERACION CELULAR.

No se demostrd ninguna correlacion entre la expresion vascular de Flt-1 en el
tumor y en las lesiones de PIN de alto grado, respecto a la proliferacion celular
valorada con el Ki67-MIB-1 (p= 0,698 y 0,549, respectivamente). Tampoco se
evidencio correlacion entre la expresion del receptor en el epitelio y las células

tumorales y la proliferaciéon celular (p= 0,192 y 0,160, respectivamente).
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4.5.1.7-EXPRESION DE FLK/KDR.

La mayor inmunoreactividad para el receptor FLK/KDR se obervo a nivel de las
células tumorales y en el PIN de alto grado. Todos los adenocarcinomas
estudiados mostraron una expresion variable del receptor, asi como las células
endoteliales de los vasos tumorales (mediana tumor: 230, rango:10-300)
(mediana vasos tumor: 85, rango:0-240). La inmunotincion fue de distribucion

citoplasmatica y patron granular (Figura 46 y 47).

En el PIN de alto grado también se observé una significativa mayor expresion
de FLK/KDR respecto a las glandulas normales, con tincidon positiva de los
vasos del estroma interglandular (mediana epitelio PIN: 180, rango: 0-280)
(mediana vasos PIN: 40, rango: 0-230) (Figura 48 y 49).

En la glandula normal unicamente se evidencid una tincion leve en células
aisladas del epitelio secretor (mediana: 45), destacando sin embargo una

constante e intensa expresion de FLK/ KDR de las células basales (Figura 50) .

Las diferencias en la inmunopositividad para FLK/KDR en los distintos patrones
morfologicos fueron estadisticamente muy significativas (p= 0,000). En el
grafico 11 se observa como la expresion es mayor en el carcinoma (mediana:
230), respecto al PIN de alto grado (mediana: 180), y éste a su vez, muestra
mayor expresion que la glandula normal (mediana: 45). Los valores de score de
la glandula normal muestran una gran dispersion a causa de la intensa

inmunotincidon observada en las células basales, constante en todos los casos.

Por ultimo, se demostré una correlacion significativa en la expresion del
receptor FLK/KDR entre las zonas de tumor y de PIN de alto grado(r = 0,446).
Asi, se observd que los casos con mayor expresion del receptor en el tumor
ofrecian también una mayor expresién en la zona de PIN de alto grado
adyacente (p=0,000) Gréfico 12.
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4518 EXPRESION DE FLK/ KDR Y PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS.

La expresion vascular del receptor FLK/ KDR fue mayor en los
adenocarcinomas de alto grado y en los tumores en estadio pT3 (mediana:
100,00 y 105,00) respecto a los de bajo grado y estadio pT2 (mediana: 80,00 y
75,00). Aunque estas diferencias no fueron significativas (p= 0,403 y p= 0,145).

Los tumores con infiltracibn del margen de reseccibn mostraron mayor
expresion vascular de FLK/ KDR (mediana: 130,00) respecto a los tumores sin
infiltracion (mediana: 75,00), mientras que la expresion vascular de FLK/ KDR
fue similar en los tumores con o sin infiltracion de vesiculas seminales
(mediana: 110,00 y 105,00, respectivamente). Las diferencias no fueron
significativas (p= 0,282).

Finalmente, no se observaron diferencias significativas en la expresion del
receptor entre casos con diferente evolucion de la enfermedad (mediana en los

tumores sin progresion: 230,00 y 227,50 en los que progresaron) (p=0,399).

4.5.1.9- INMUNOEXPRESION DE FLK/ KDR Y PROLIFERACION CELULAR.

Se demostr6 una correlacion significativa entre la expresion tumoral del
receptor FLK/ KDR vy la proliferacién celular (r= 0,262) (p= 0,047). De forma que
aguellos casos con mayor inmunoreactividad para FLK/ KDR tuvieron también
una mayor proliferaciéon celular, Grafico 13.

En cuanto a la expresion vascular del receptor, no se demostré6 ninguna
correlacion significativa ni en el tumor y ni en el PIN de alto grado con la
proliferacion de las células tumorales (Ki67-MIB-1) (p= 0,230 y 0,709,

respectivamente).
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4.5.1.10- ESTUDIO DE LA RELACION EN LA EXPRESION DE VEGF, FIt-1 Y
FLK/KDR.

Se realizé un estudio estadistico para la correlacion de la expresion del factor
angiogénico VEGF y de sus receptores en el adenocarcinoma, la neoplasia
intraepitelial de alto grado y la glandula normal.

En la neoplasia intraepitelial de alto grado se demostré6 una correlacion
significativa entre la expresion epitelial de ambos receptores. Los casos con
mayor expresion de Flt-1 mostraban también una mayor expresion de FLK/
KDR (r= 0,360) (p= 0,06) Gréfica 14.

Por otro lado, los tumores con mayor inmunoexpresion de VEGF mostraban
una tendencia a aumentar la expresion vascular de ambos receptores Flt-1 y

FLK/ KDR, aunque la relacién no resultd ser significativa (p=0,940 y 0,938).

Por ultimo, en la glandula normal tampoco se demostrd correlacion entre la
expresion de VEGF y de sus receptores. La expresion vascular de los factores
angiogénicos y receptores fue en general mas intensa que en el epitelio
glandular (p= 0,256 y 0,928).

4.5.2-ESTUDIO DE LA EXPRESION DE bFGF.

4.5.2.1- EXPRESION DE bFGF.

El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) mostré en los distintos
patrones morfolégicos una expresion poco intensa de distribucién
citoplasmatica y patron granular. A pesar de tratarse de un factor angiogénico
producido principalmente en el estroma la mayor inmunoexpresion se observo
en el epitelio del PIN de alto grado y en el adenocarcinoma (Figura 51y 52).

Asi, en el estroma prostatico la expresion de bFGF fue leve en general, sin

observarse diferencias en la inmunoexpresion del factor en el estroma que
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rodeaba a glandulas normales, glandulas con neoplasia intraepitelial de alto

grado o en el estroma tumoral (mediana gl.normal: 10; PIN: 10 y tumoral: 10).

En el epitelio glandular normal la expresion de bFGF fue leve con 48 % de
casos negativos (mediana: 5,50) y aumentaba de forma notable y significativa
en el epitelio de la neoplasia intraepitelial de alto grado (mediana: 90, rango. 0-
190) y el adenocarcinoma (mediana: 90, rango: 0-280) (p= 0,000) (Figura 53).

Finalmente, los vasos y estroma prostaticos mostraban una tincion leve y

heterogénea (Figura 54).
En el gréfico 15 se muestran las diferencias en la inmunoexpresion del factor
angiogénico bFGF en la glandula normal respecto a la neoplasia intraepitelial y

el adenocarcinoma prostatico.

4.5.2.2- EXPRESION DE bEGF Y PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

La expresion de bFGF fue significativamente mayor en los adenocarcinomas de
alto grado (mediana: 120,00) respecto a los de bajo grado (mediana: 80,00)
(p=0,024). Ademas, la mediana de expresion aumentaba en los tumores en
estadio pT3 respecto a los pT2, aunque de forma no significativa (mediana pT2:
90,00 y pT3: 105,00) (p=0,462).

En cuanto a la expresiéon de bFGF en los adenocarcinomas con invasion de los
margenes de reseccion se observd un ligero aumento en la inmunoexpresion
del factor (mediana tumores con invasion: 100,00) (mediana tumores sin
invasion : 90,00), aungue sin encontrarse significacion estadistica.

Por otro lado, en los 6 casos con invasion de vesiculas seminales la mediana
de expresion de bFGF fue superior (mediana: 115,00) a los casos sin invasién

(mediana: 85,00), pero las diferencias no fueron significativas (p=0,655).
Finalmente, en los casos con progresion tumoral se observé una mayor

inmunoexpresion del factor angiogénico bFGF. Asi, la mediana de expresion
del factor en el PIN de alto grado fue de 102,50 y de 95,00 en el tumor en los
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casos que progresaron, mientras que la mediana disminuia a 90,00 tanto en el

PIN como en el tumor en los que no progresaron (p=0,432 y 0,531).

4.5.2.3- INMUNOEXPRESION DE bFGF Y PROLIFERACION CELULAR.

Aunqgue en algunos casos se observé un aumento de la expresion de bFGF en
tumores con alta proliferacion celular no se demostr6 ninguna correlacion
significativa (p= 0,845). Tampoco se demostrO ninguna correlacion entre la
expresion de bFGF en la glandula normal y el PIN de alto grado con sus niveles

de proliferacion celular valorados con el Ki67 (p=0,678).

4.5.2.4- INMUNOEXPRESION DE bFGF Y DENSIDAD VASCULAR.

Se observo un ligero aumento en la inmunoexpresion tumoral de bFGF en los
casos con mayor densidad vascular, aunque dicha correlacion no fue

estadisticamente significativa (r=0,143) (p=0,283).

4525- ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS FACTORES
ANGIOGENICOS VEGF Y bFGF .

Los tumores que mostraban una mayor expresion de VEGF evidenciaban un
aumento en la expresion de bFGF, aunque dicha correlacion no resulté
significativa (p= 0,275). Tampoco se observo correlacion en la expresion de
ambos factores angiogénicos en el PIN de alto grado y la glandula normal (p=

0,567 y 0,559, respectivamente).
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V. DISCUSION.
5.1- PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS.

La mayor parte de las correlaciones clinico-patologicas obtenidas han sido ya
corroboradas por estudios anteriores. Asi, la media de edad de los pacientes
en el momento del diagnéstico fue de 63,66 afios, coincidiendo con la franja de
edades compredidas entre los 45 y 89 afios en la se presentan el 95% de los
canceres prostaticos (Wingo y col., 1997).

Es destacable la fuerte correlacion positiva entre el grado histologico y otros
parametros clinico-patolégicos como el estadio y la progresion tumoral. El
Sistema de gradacién histolégica de Gleason es el principal factor predictivo del
estadio y pronostico del cancer de prostata (Partin y col.,, 1993). En nuestra
serie el 77,4% de casos con alto grado de Gleason mostraban un estadio pT3,
y todos los casos con invasion de vesiculas seminales se correspondian con
adenocarcinomas prostaticos de alto grado. Ademas, el 76,9% de los casos
con infiltracién del margen quirtgico eran tumores de alto grado. En cuanto a la
progresion tumoral, 9 de los 10 casos que progresaron eran adenocarcinomas
prostéaticos de alto grado. Diversos estudios han demostrado que la presencia
de un patron de tipo cuatro o superior de Gleason, o un patrén combinado de
Gleason de 7 o superior, es altamante predictivo de mal prondstico (Stein y
col., 1992) (Epstein y col., 1993).

En cuanto a los valores de PSA y las correlaciones obtenidas, nuestro estudio
ha evidenciado que los valores de PSA pre-tratamiento eran superiores en el
estadio pT3 respecto al pT2. La media de PSA total en el estadio pT3 fue del
14,61 ngr/ml mientras que para el estadio pT2 fue de 8,51 ngr/ml. Numerosos
estudios han observado que el PSA se correlaciona con un estadio clinico y
patologico avanzado (Partin y col., 1990). En general la mayoria de pacientes
(70-80%) con valores de PSA inferiores a 4,0 ngr/ml muestran carcinomas
prostaticos organoconfinados, mientras que el 50% de los pacientes con
valores de PSA superiores a 10,0 ngr/ml tienen penetracion capsular; y la
mayoria de los pacientes (75%) con valores de PSA superiores a 50 ngr/ml

presentan ya metastasis pélvicas ganglionares (Partin y col., 1990).
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En cuanto a la relacion observada del PSA con el grado histolégico, la
heterogeneidad del cancer prostatico dificulta la estimacidon por los valores de
PSA antes del tratamiento. En nuestro estudio se ha observado un incremento
de los valores de PSA en los tumores de alto grado. Este hecho podria ser
debido a la mayor desestructuracion y destruccion tisular observada en los
tumores de alto grado que permitiria un acceso mas facil del PSA al torrente

circulatorio (Partin y col., 1990).

5.2.DENSIDAD VASCULAR.

La aplicacion de diferentes métodos de cuantificacion de la densidad vascular
ha derivado en la obtencion de diferentes resultados segun las series, a veces
contradictorios. Para Hall y Going (1999) estas diferencias en los resultados en
estudios que aparentemente miden el mismo fenémeno biol6gico son debidas a
diferencias metodolégicas como pueden ser: un tamafo inadecuado de las
muestras, diferencias en el planteamiento del estudio y en la realizacion del
andlisis estadistico. Weidner y col. (2000) recomiendan que la medicion vy
valoracion de los “hot spots” tenga en cuenta la representatividad tumoral del
campo escogido para la cuantificacion vascular, que la tincidn
inmunohistoquimica de las estructuras vasculares sea Optima, y que dichos
estudios se lleven a cabo por patdlogos entrenados y con experiencia
suficiente.

La cuantificacion de la densidad vascular es un método reproducible, sobretodo
después de un adecuado periodo de entrenamiento (Weidner, 1992). Brawer y
col. (1994) demostraron una excelente correlacion (r=0,98, p<0,001) entre la
cuantificacion manual de la densidad vascular y otros sistemas automatizados (
p.ej. Optimas Image Analysis).

Finalmente, es importante la eleccion del anticuerpo utilizado para el marcaje
de las células endoteliales. El anticuerpo anti-FBRA/NWF es el mas especifico
para células endoteliales y produce un buen contraste entre los vasos y otros
componentes del estroma, pero no tifie todos los vasos del tejido. En cambio, el

CD 31 aunque aparentemente es mas sensible nos marca también las células
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plasmaticas. En tumores con un gran componente inflamatorio esto puede
dificultar la cuantificacion de las estructuras vasculares (De Young y col., 1993).
El CD 34 es una alternativa aceptable, y es el marcador de células endoteliales
que ha demostrado ser mas reproducible entre diferentes laboratorios. A pesar
de ello, este anticuerpo puede marcar células estromales perivasculares que
han de ser cuidadosamente excluidas de la cuantificacion (van de Rijn y col.,
1994). EIl Ulex europeus puede marcar también células tumorales, siendo por
tanto poco especifico.

Por otro lado, se han obtenido resultados interesantes con la utilizacion de
anticuerpos en tejido congelado que detectan las células endoteliales que
proliferan o “activadas” (Wang y col., 1993). En un futuro, su optimizacion en
tejidos parafinados aumentard la sensibilidad de la tincibn de los vasos
tumorales y permitira la obtencién de una mayor correlacion con la actividad

angiogénica y con la agresividad del tumor.

5.2.1-DENSIDAD VASCULAR EN LA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL DE
ALTO GRADO.

Uno de los hallazgos mas relevantes de nuestro estudio fue la existencia de un
aumento de la densidad vascular alrededor de las glandulas con PIN de alto
grado. Montironi y col. (1993) desarrollaron un andlisis cuantitativo y cualitativo
en profundidad de la arquitectura capilar prostatica en la neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN). Su estudio revel6 que la lesion de PIN mostraba un mayor
namero de capilares por glandula y acino con respecto al tejido normal o
hiperplasico. De forma similar a las glandulas normales, los capilares que
rodean la lesion de PIN mostraban una distribucion ordenada, situandose

proximos a la membrana basal epitelial.

El PIN de alto grado muestra alteraciones moleculares y cromosémicas, como
la pérdida de expresiéon de p53 (Michardani y col., 1995) (Tamboli y col., 1998)
o el incremento en la expresién del oncogén c-erbB-2 (Myers y col., 1994) y
bcl-2 (Colombel y col., 1993). La angiogénesis podria ser la consecuencia de

factores liberados por la lesion de PIN de alto grado que producirian un
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incremento de sustancias estimuladoras de la angiogénesis (VEGF, bFGF, ...)
junto a wuna disminucibn en la presencia de sustancias inhibidoras
(Trombospondina-1,...), capaces de alterar el equilibrio tisular y aumentar de
esta forma la angiogénesis periglandular. Las mutaciones en p53 han
demostrado disminuir la presencia de la sustancia inhibidora de la angiogénesis
Trombospondina-1 en cultivos de fibroblastos de raton, aumentando de forma
importante la vascularizacion corneal (Dameron y col., 1994). Ademas, se ha
demostrado que se produce una pérdida de inhibicién del promotor de VEGF
que aumenta su expresion en cultivos celulares (Mukhopadhyay y col., 1995).
En el carcinoma de célula pequefia de pulmoén y el adenocarcinoma colénico se
ha demostrado una asociacion significativa entre la mutacion de p53, el
aumento de VEGF por inmunohistoquimica y el aumento de densidad vascular
(Fontanini y col., 1997) (Takahashi y col., 1998).

Por otro lado, en cultivos de cancer de mama se ha demostrado que el
oncogén erbB2/neu/Her2 aumenta la expresion de VEGF a nivel de RNAm y de
proteina. Ademas, el tratamiento con anticuerpos contra dicho oncogén

disminuye la expresion de VEGF y la angiogénesis (Vilora-Petit y col., 1997).

Este modelo de progresién angiogénica ha sido valido en otras lesiones pre-
neoplasicas como el carcinoma ductal in situ de mama y de cérvix uterino que
muestran un aumento de la densidad vascular alrededor de las lesiones in situ
(Weidner y col.,, 1991) (Smith-McCune vy col., 1993). El proceso de
angiogénesis se iniciaria en la lesidbn no invasiva, y aumentaria de forma
gradual hasta llegar al carcinoma invasor. En modelos de raton en los que se
ha provocado el desarrollo de adenocarcinomas de pancreas, se ha
demostrado un aumento de la densidad y superficie vascular ya en las lesiones
preneoplasicas de los ductos pancreaticos ( Nagy y col., 2003). Los autores
evidencian un aumento de la angiogénesis que favoreceria ademas la
progresion tumoral hacia la aparicion de metastasis en el adenocarcinoma ya
establecido.

En otros modelos tumorales como el carcinoma escamoso de vulva, también se
ha demostrado un aumento de la angiogénesis en la neoplasia intraepitelial

vulvar (VIN). Este aumento permitid la identificacion de aquellas lesiones
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displasicas con mayor riesgo de evolucionar a carcinoma invasor (Bamberger y
col., 2002).

Hasta el momento, la investigacion del papel de la angiogénesis en la
carcinogeénesis se ha centrado principalmente en el carcinoma ya establecido.
En algunos modelos tumorales la densidad vascular ha demostrado ser un
factor prondstico independiente. Actualmente, el estudio de la angiogénesis en
las lesiones premalignas esta todavia en fase preliminar, pero estudios clinicos
y experimentales apuntan que el uso de la densidad vascular o de la
cuantificacion de la expresion de factores angiogénicos podrian ser utilizados
como marcadores de la capacidad de progresion hacia el carcinoma invasor y

del pronéstico y seguimiento de la enfermedad tumoral (Teo y col., 2002).

5.2.2. DENSIDAD VASCULAR EN EL CARCINOMA PROSTATICO.

El estudio de la densidad vascular en los tumores, junto con el andlisis de la
expresion inmunohistoquimica de factores angiogénicos y de sus receptores es
un reflejo de la actividad angiogénica de los tejidos. Los primeros estudios
sobre la arquitectura vascular en el cancer de prostata fueron realizados en
1993 por Bigler y col., observando que las areas de carcinoma mostraban una
mayor densidad respecto al tejido normal. También se observaron diferencias
cualitativas, con vasos de distribucion desorganizada con respecto a las
glandulas, de formas aberrantes, con frecuentes angulaciones y luces de

calibre irregular.

Posteriormente, Brawer y col. (1994) correlacionaron la densidad vascular con
el estadio patolégico, demostrando que los casos con mayor densidad de
vasos presentaban estadios patolégicos mas avanzados y una mayor
incidencia de invasién capsular. Estos autores propusieron la valoracion de la
densidad vascular en muestras de core-biopsia, para determinar el prondstico y
como factor predictivo del estadio patolégico para la deteccion de aquellos

casos de comportamiento mas agresivo.
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Por otro lado, Weidner y col. (1993) demostraron que la densidad vascular se
relacionaba con el desarrollo de metatasis a distancia, observando que los
casos de mayor densidad vascular se correspondian con los casos que
desarrollaban metastasis a distancia. Observaron que los carcinomas
pobremente diferenciados que producian metastasis mostraban una mayor
densidad vascular con respecto a los tumores del mismo grado de Gleason que
no metastatizaban. Concluyeron que la indiferenciacion tumoral requiere de un
concomitante cambio hacia un fenotipo altamente angiogénico para el

desarrollo de metastasis.

Nuestro estudio demuestra que la densidad vascular es maxima en las zonas
de carcinoma invasor, reflejando asi una mayor actividad angiogénica, con el

desarrollo de nuevos capilares a partir de vasos pre-existentes.

Existen evidencias indirectas sobre la importancia de la angiogénesis para el
desarrollo y crecimiento tumoral. Las células endoteliales de los vasos
tumorales proliferan una media de 45 veces mas deprisa en el carcinoma de
mama respecto al tejido normal y unas 30 veces mas deprisa en el carcinoma
de proéstata, y el grado de crecimiento tumoral est4 asociado a un incremento
de la vascularizacion tumoral (Vartanian y col., 1994 y 1996). Otras evidencias
mas directas son que las diferentes drogas utilizadas para la inhibicion de la
angiogénesis in vivo, no han demostrado ser citostaticas para las propias
células tumorales in vitro (Kim y col., 1993). Por ejemplo, un analogo sintético
de la fumagilina (TNP-470) ha demostrado inhibir la proliferacion endotelial in
vitro y el crecimiento tumoral in vivo (Ingber y col., 1990). Ademas, Kim y col.,
(1993) demostraron que el tratamiento con anticuerpos monoclonales para
VEGF en modelos animales inhibia el crecimiento tumoral y la densidad
vascular, pero no tenia efecto sobre el crecimiento de las mismas células

tumorales in vitro.

Finalmente, diversos estudios que han utilizado la sustancia inhibidora
angiostatina han aportado importantes evidencias sobre que el crecimiento

tumoral y el desarrollo de metastasis son procesos angiogénesis dependientes.
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La angiostatina inhibe de forma especifica la proliferacion de las células
endoteliales, y en algunos modelos tumorales se ha demostrado que las
metastasis permanecian estables, sin crecimiento, manteniéndose por debajo
de los 2 mm (O'Reilly y col., 1994). La angiostatina también ha demostrado
inhibir de forma significativa el crecimiento tumoral en modelos animales

tumorales y en humanos (O’Reilly y col., 2002).

5.2.3. DENSIDAD VASCULAR Y GRADO HISTOLOGICO.

Existe una gran variabilidad en la densidad vascular de los distintos tumores, e
incluso en distintas zonas de un mismo tumor. Nuestro trabajo corrobora los
resultados obtenidos por Weidner y col (1993), demostrando que los
adenocarcinomas con mayor grado de Gleason ( 8, 9 y 10 ), muestran una
mayor densidad vascular, en cambio en los adenocarcinomas bien
diferenciados con patrén combinado de Gleason 4 y 5 la densidad y
distribucion vascular son similares a las observadas en zonas de hiperplasia
glandular benigna. Este hecho sugiere un cambio hacia un fenotipo altamente
angiogénico en fases avanzadas de la enfermedad, correlaciondndose con una
mayor agresividad de la neoplasia, y una mayor capacidad de desarrollar
metastasis a distancia.

Probablemente el incremento de la densidad vascular refleja tan so6lo un
aspecto de un proceso mucho mas complejo que se produce en el estroma del
carcinoma, y que lo diferencia del tejido benigno, como seria la presencia de
substancias estimuladoras de la angiogénesis producidas por las propias

células tumorales.

5.2.4. DENSIDAD VASCULAR Y ESTADIO TUMORAL.

Méas del 50% de canceres prostaticos clinicamente localizados tratados con
prostatectomia radical son infraestadificados utilizando los actuales pardmetros
clinico-patologicos. Surge asi la necesidad de encontrar nuevos marcadores

que permitan discriminar aquellos casos de comportamiento mas agresivo.
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Nuestro estudio ha demostrado una significativa mayor densidad vascular en
los adenocarcinomas prostaticos en estadio pT3 respecto a los pT2. Diversos
autores han estudiado la angiogénesis tumoral como posible factor predictivo

de la agresividad tumoral.

En este sentido son muy interesantes los trabajos de Bostwick y col. (1996) y
Rogatsch y col.(1997) que han demostrado que la cuantificacion de la densidad
vascular en core-biopsias puede ser predictivo de la extension extracapsular y
del estadio patolégico del carcinoma en las piezas de prostatectomia. La
valoracion de la angiogénesis tumoral en core-biopsias podria ser de ayuda al
urélogo en el abordaje de la prostatectomia radical.

En otros estudios, el aumento de la densidad vascular tumoral ha sido un factor
predictivo del comportamiento agresivo de la neoplasia (Weidner, 2000) y factor
prondstico independiente de la recurrencia en el adenocarcinoma prostético de

grado moderado en estadio localizado (Halvorsen y col.2000).

5.2.5. DENSIDAD VASCULAR Y PROGRESION TUMORAL..

El estudio de la densidad vascular como factor prondstico y predictivo de
supervivencia ha sido ampliamente estudiado en diversos modelos tumorales
generando resultados a veces contradictorios. En el cancer de prostata el
aumento en la densidad vascular se ha asociado a una mayor frecuencia de
metastasis 0seas y en general a un mal prondstico (Weidner, 1993).

En nuestro estudio hemos observado un aumento, aunque no significativo, de
la densidad de vasos en los tumores con progresion tumoral.

En este sentido, Rubin y col. (1999) tampoco demostraron una correlacion
entre la densidad vascular del cancer prostatico y un peor prondéstico. Los
autores atribuyen las discrepancias en los resultados entre las diferentes series
de la bibliografia a diferencias metodolégicas, como son la utilizaciéon de
distintos anticuerpos o de distintos métodos de cuantificacién vascular.

Otros estudios mas recientes en cancer de colon han evidenciado como el
aumento en la densidad vascular tumoral se ha correlacionado incluso con una
mejor supervivencia (Prall y col., 2003). En este trabajo se menciona como la

vascularizacion previa de un tejido introduce un sesgo invariablemente en la
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cuantificacion de la neoangiogénesis que depende de cada tejido y de la propia

heterogeneidad tumoral.

El aumento de la densidad vascular en un tumor puede aumentar la
agresividad tumoral o favorecer la progresion de la enfermedad por diversos
mecanismos. En primer lugar, los tumores primarios altamente vascularizados
y con gran actividad angiogénica podran generar a su vez, clonas tumorales
metastasicas con gran capacidad angiogénica (Herlyn y col., 1987). En
segundo lugar, las células tumorales son capaces de inducir
neovascularizacion en el estroma para su adecuada nutricién. A su vez, se ha
demostrado que las células endoteliales de los vasos neoformados sintetizan
factores angiogénicos y de crecimiento que actian de forma paracrina sobre
las propias células tumorales, favoreciendo asi su crecimiento. En tercer lugar,
cuanto mayor es la densidad vascular de un tumor mayores son las
posibilidades que las células tumorales sean capaces de entrar en la
circulacion y puedan generar metéstasis a distancia a través de esta ventana
vascular ( Weidner, 2000).

Seguramente, todos estos factores actian conjuntamente facilitando el
crecimiento tumoral y la aparicion de metéastasis. Por tanto, es esperable que
una mayor densidad vascular se asocie a la agresividad o progresion de la
neoplasia. En cambio, existen tumores altamente vascularizados, como el
carcinoide bronquial, que raramente metastatizan. Hemos de tener en cuenta
que para que una célula metastatize deben tener ademas, capacidad de
proliferacion, de penetracion en tejidos alejados al tumor primario y de
supervivencia al sistema inmunitario, ademas de otras capacidades que hacen
qgue la angiogénesis sea necesaria pero no suficiente por si sola para que un

tumor progrese y produzca metastasis a distancia.

5.2.6.DENSIDAD VASCULAR Y PSA.

Diversos estudios han intentado correlacionar la densidad vascular con el PSA
preoperatorio y con la recurrencia del PSA, obteniendo resultados

contradictorios.
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En nuestra serie no hemos demostrado ninguna correlaciéon significativa entre
la densidad vascular tumoral y los valores de PSA preoperatorios. Sin
embargo, existia una relacién inversa entre la densidad vascular y el PSA; los
casos con mayor densidad vascular mostraron una tendencia a disminuir los
niveles preoperatorios de PSA total y libre. En este sentido, Abdulkadir y col.
(2000) estudiaron la densidad vascular en el cancer prostatico en relacion con
los niveles preoperatorios de PSA evidenciando que existia una correlaciéon
entre la densidad vascular y los niveles de PSA preoperatorios.

Contrariamente, de la Taille y col. (2000) observaron que los casos con mayor
densidad vascular mostraban unos niveles mas elevados de PSA pre-
operatorios. Parte de la confusién en los resultados que intentan correlacionar
la densidad vascular con el estadio tumoral, el grado histolégico y el PSA, se
debe a la utilizacion de distintos anticuerpos para la tincion de las células
endoteliales. Los autores compararon en su estudio los resultados obtenidos
con la tincion con CD.31 y CD.34, y lo correlacionaron con parametros clinico-
patologicos. Demostraron que pese a considerarse el CD.31 un anticuerpo mas
especifico para las células endoteliales, la tincion vascular con CD.34 es la
Gnica que permitié correlacionar la densidad vascular tumoral con la recidiva
del PSA post-tratamiento.

Finalmente , en un estudio reciente Papadopoulos y col. (2001) evidenciaron
que los casos con mayor densidad vascular tenian una menor inmunoexpresion
de PSA. Estos resultados sugieren que el PSA tendria un efecto supresor
sobre la angiogénesis.

De hecho, ensayos in vitro han demostrado que el PSA con su efecto serin
proteasa actuaria sobre el Lys-plasmindégeno produciendo unos fragmentos
biol6gicamente activos similares a la angiostatina. En ensayos morfogenéticos
estos fragmentos han demostrado inhibir la proliferacion y capacidad de
tubulizacion de las células endoteliales (Heidtmann y col., 1999).

Esta capacidad inhibidora de la angiogénesis seria de eficacia comparable a la
angiostatina. Se postula que el carcinoma invasor se produciria una importante
extravasacion de plasma con moléculas de plasminégeno que podrian ser

convertidas en fragmentos similares a la angiostatina por la accion del PSA.
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5.2.7.DENSIDAD VASCULAR , VEGF Y RECEPTORES ANGIOGENICOS.

Existen escasas referencias en la literatura que relacionan la densidad vascular
con la expresion de factores angiogénicos y de sus receptores. La valoracion
de la densidad vascular ha sido utilizado en diversos estudios como un método
fiable de estimacién de la vascularizacion tumoral. Algunos autores han
corroborado estos resultados mediante la comparacion con métodos
automatizados de andlisis de imagen y técnicas de Doppler para la
determinacion del flujo sanguineo tumoral. A pesar de ello, ain no se ha
consensuado la técnica Optima para una valoracion mas precisa de la
vascularizacién tumoral (Weidner, 2002).

En el adenocarcinoma de pulmén y en el hepatocarcinoma, la inmunoexpresion
de VEGF y de sus receptores se ha asociado a una mayor densidad vascular y
al prondstico (Warren y col., 1995) (Takamani y col., 1997). La pérdida de
expresion de VEGF y de Flt-1 se asocié a una mejor supervivencia. Este
aumento en la expresién del receptor angiogénico en las células tumorales,
podria reflejar una mayor actividad angiogénica en estos casos de mayor
densidad vascular. Se potenciaria una estimulacion de tipo autocrino sobre el
receptor expresado en las células neoplasicas, que a su vez aumentaria la

sintesis de sustancias pro-angiogénicas (Carmeliet y col., 2000).

Un estudio con tumores del estroma gastrointestinal (GIST) evidencié una
correlacion entre densidad vascular y la inmunoexpresion de VEGF. Los
tumores que expresaban VEGF mostraban una mayor densidad de vasos y

tenian peor prondstico (Takahashi y col., 2003).

En nuestro estudio no se demostré una correlacion entre la expresion de los
factores angiogénicos VEGF y bFGF y la densidad vascular. En cambio, se
observé que existia una correlacién entre la densidad de vasos y la expresion
del receptor FLK/KDR en el tumor, asi como con la expresion vascular de Flt-1.
Ademas, los receptores Flt-1 y FLK/KDR aumentan su expresion en los

tumores con mayor densidad vascular.
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La expresion de los receptores angiogénicos en las células endoteliales
corrobora una accion paracrina del VEGF a nivel vascular, induciendo cambios
en la expresion genética de las células endoteliales y en el proceso de
angiogénesis.

La cuantificacion de la densidad vascular tumoral es un método que tiene un
componente importante de subjetividad que actualmente puede
complementarse con otras técnicas mas objetivas, como la determinacion de
factores angiogénicos en sangre y en orina. Watanabe y col.(1992)
demostraron mediante técnicas de inmunoensayo que los niveles elevados de
bFGF en sangre y en orina de pacientes con cancer de mama, se asociaban a
una mayor angiogénesis y a la aparicion de metastasis. Por otro lado, Li y col.
(1994) demostraron que el incremento en el liquido cefaloraquideo de bFGF en
pacientes con diferentes tipos de tumores cerebrales, se asociaban a una
mayor densidad vascular tumoral y a la recurrencia de la neoplasia.

La determinacién de la inmunoexpresién de cualquier factor angiogénico
(VEGF, bFGF,..) y de sus receptores no tiene porque correlacionarse con la
densidad vascular tumoral o la progresion de la enfermedad, ya que como se
ha comentado anteriormente, la angiogénesis es el resultado de un balance
complejo entre sustancias estimuladoras y inhibidoras que interaccionan en el
microambiente tumoral y que pueden no quedar reflejadas en su totalidad en el

presente estudio.

5.3- PROLIFERACION CELULAR.

En nuestra serie la media de proliferacion celular de los adenocarcinomas
valorada con el Ki67-MIB1 fue del 7,43%, con un minimo de 2% y un maximo
del 30%. Por otro lado, observamos unos niveles de proliferacion celular
significativamente superiores en el adenocarcinoma (7,43%) respecto al PIN de
alto grado (3,84%) y a la glandula normal (0,66%).

En la literatura se recogen valores similares que varian segun las series, siendo
el valor medio de proliferaciéon del 10% que oscilaria entre el 3,2%, el 6,7%
(Halvorsen y col., 2001) (Vis y col., 2000) (Cowen y col., 2002). Durante el
proceso de transformacion maligno el epitelio prostatico sufre una serie de

anomalias en la diferenciacion y proliferacion celular.
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En el PIN la capa de células basales disminuye la capacidad de proliferacion
celular, mientras que el epitelio secretor la aumenta, en un fendmeno
denominado por algunos autores como “infidelidad topogréfica” (Foster y col.,
2000). En el PIN menos del 10% de las células proliferantes se encuentran en
el compartimento basal; la zona de proliferacion se extiende al compartimento
de diferenciacion en el epitelio secretor prostatico. Estas anomalias en la
proliferacion en el PIN se asocian a la expresion aberrante de oncogenes
(erbB-2, erbB-3 y c-met) y de genes supresores tumorales (mm23-H1) (Foster y
col., 2000).

5.3.1- PROLIFERACION CELULAR, GRADO HISTOLOGICO, ESTADIO Y
PROGESION TUMORAL.

En la serie de adenocarcinomas de alto grado se observaron unos niveles de
proliferacion celular superiores a los adenocarcinomas prostaticos de bajo
grado (Ki67 alto grado: 8,58% y bajo grado: 6,11%), y los adenocarcinomas en
estadio pT3 mostraron unos niveles de proliferacion superiores a los pT2 (Ki67
pT3: 8,72% y pT2: 5,85%). Por otro lado, nuestro estudio demuestra un
aumento en la proliferacion celular en los adenocarcinomas prostaticos con
progresion tumoral. De acuerdo con estos resultados Bubendorf y col. (1996)
observaron en su estudio a partir de 137 casos de prostatectomias radicales
que los indices de proliferacién celular eran claramente superiores en los
tumores de alto grado y que eran predictivos de progresion tumoral.

Otros trabajos también han demostrado una correlacién entre la proliferacion

celular y el grado de Gleason y el estadio patoldgico (Bettencourt y col., 1996).

5.3.2- PROLIFERACION CELULAR Y DENSIDAD VASCULAR.

Nuestro trabajo ha demostrado una correlacion significativa entre la densidad
vascular y la proliferacion celular tumoral. Diversos estudios han intentado
relacionar la densidad vascular y la proliferacion de las células endoteliales o

tumorales con resultados contradictorios.
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Nuestros resultados son similares a los obtenidos en otro tipo de tumores,
como en el cancer de colon y de mucosa oral, donde se ha demostrado
también una correlacion entre la densidad vascular y la proliferacion celular
tumoral (Tipoe y col., 1996) (Vermeulen y col., 1995).

Contrariamente, en el cancer de prostata, Matsushima y col. (1999) no
demostraron una correlacion entre la densidad vascular y la proliferacion
celular de adenocarcinomas prostaticos con y sin tratamiento anti-androgénico.
En su estudio evidenciaron una relacion inversa entre la densidad de vasos y la
apoptosis, que aumentaba drasticamente tras la ablacién androgénica.

Por otro lado, un estudio de Weidner y col. (1995) demostr6 una mayor
proliferacion endotelial y densidad vascular en el cancer prostatico con
respecto al tejido normal. Sin embargo, no se demostré una correlacién entre
proliferacion celular endotelial y la densidad vascular. Los autores sugieren que
la angiogénesis y la proliferacion celular estarian reguladas por diferentes
mecanismos. Estos resultados contradictorios podrian explicarse por que unos
estudian la proliferacion de las células endoteliales y nosotros la proliferacion

celular neoplasica, y también a diferencias metodoldgicas de cuantificacion.

5.3.3- PROLIFERACION CELULAR Y EXPRESION DE FACTORES
ANGIOGENICOS Y DE SUS RECEPTORES.

En nuestra serie los adenocarcinomas prostaticos con mayor expresion de
VEGF mostraban también unos indices de proliferacion celular valorados con el
Ki67-MIB-1 significativamente mas elevados._En el carcinoma epidermoide de
pulmén también se observo una correlacion entre la expresion de VEGF y la
proliferacion celular neoplasica , sugiriendo que VEGF podria funcionar como
un factor autocrino promotor del crecimiento celular (Mattern y col., 1996).

Por otro lado, aunque en nuestro estudio no se demuestra una correlacion
entre la expresion vascular del receptor FLK/ KDR en el tumor y la proliferacion
celular , Nakopulou y col. (2002) demostraron en el cancer de mama, una
correlacion entre proliferacion celular y expresion del receptor FLK/KDR,
sugiriendo que VEGF actuaria como factor de crecimiento sobre la poblacion

tumoral a través de su receptor FLK/KDR.
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5.4- EXPRESION DE FACTORES Y RECEPTORES ANGIOGENICOS .

5.4.1- Expresion de VEGF en la neoplasia intraepitelial de alto grado.

Existen pocos estudios que reflejen la angiogénesis en la lesion intraepitelial
prostatica. En nuestro estudio se demostré6 un aumento significativo en la
inmunoexpresion de VEGF en la neoplasia intraepitelial de alto grado respecto
al tejido prostatico normal.

La primera referencia a la expresion de factores angiogénicos en el PIN la
encontramos en un estudio inmunohistoquimico de Harper y col (1998). Sus
resultados demostraron una expresion de VEGF variable, con casos
débilmente positivos y otros completamente negativos. Estudiaron 60 casos
procedentes de RTUs prostaticas, con lesiones de neoplasia intraepitelial
prostatica de alto y bajo grado , hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) y
adenocarcinoma coexistente. Tan solo se observd una intensa inmunotincion

para VEGF en las areas de PIN de alto grado y en el adenocarcinoma.

Posteriormente, Mazzuchelli y col. (2000) en un estudio realizado con 45 casos
con adenocarcinoma y PIN de alto grado, diferenciaron dos patrones de
inmunoexpresion de VEGF en el PIN de alto grado. El patron A, con
inmunotincion de intensidad leve-moderada mostraba una arquitectura capilar
similar a la observada en la hiperplasia glandular benigna; y el patron B, con
intensa inmunoexpresion de VEGF, mostraba en cambio, una red vascular mas
desorganizada, similar al adenocarcinoma. En nuestro estudio también se
evidencio expresion de VEGF en todos los casos de neoplasia intraepitelial de
alto grado con intensidades variables , aunque sin observarse patrones
diferenciales de expresion segun la arquitectura vascular.

En otros modelos de progresion tumoral como lesiones premalignas de la
mucosa bronquial (Lantuejoul y col., 2003), adenomas coldnicos con displasia
severa (Kondo y col., 2000), y en lesiones de displasia epitelial de la mucosa
oral (Brennan y col., 2002), se ha demostrado también un aumento significativo
en la inmunoexpresion de VEGF respecto al tejido normal, que ha sido

correlacionado en algun caso con un aumento de la densidad vascular.
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Por ultimo, un estudio reciente sobre la expresion de VEGF en las lesiones de
endometriosis que progresaron a carcinoma ovarico demostré un aumento en
la expresion de VEGF a nivel de proteina y de ARNm, respecto a las lesiones
de endometriosis atipicas que no progresaron a adenocarcinoma (del Carmen 'y
col., 2003).

Estos resultados apoyan la hipo6tesis que el proceso de angiogénesis pudiera
iniciarse en un estadio pre-invasivo, mediante la produccion de factores pro-
angiogénicos, entre ellos el VEGF, que aumentarian la angiogénesis alrededor

de las glandulas con PIN de alto grado.

5.4.2- Expresion de VEGF en el adenocarcinoma prostatico.

En el presente estudio, el 100% de los casos de adenocarcinoma prostéatico
mostraron expresion del factor angiogénico VEGF, siendo mas intensa en los
casos mejor diferenciados (Gleason:4,5 y 6).

El primer estudio sobre la expresion de factores angiogénicos en tumores
prostaticos fue llevado a cabo por Harper y col. (1996) . Los autores
demostraron una intensa inmunoexpresion del factor angiogénico VEGF y de
TGFa en secciones histologicas de cancer prostatico y en diversas lineas

celulares de cancer de préstata (PC3, DU-145 y LnCaP).

Casi simultineamente, Ferrer y col. (1997) demostraron inmunoexpresion vy
distribucion tanto in vivo como in vitro de VEGF en el carcinoma prostético, en
relacion con el grado de diferenciacion del tumor. El andlisis in vitro de las
lineas celulares de carcinoma de prostata ( DU-145) reveld bajos niveles de
expresion de VEGF que se incrementaban ostensiblemente tras estimulacion
con IL-1 y TNF, sugiriendo una regulacion de la expresion de factores
angiogénicos por estas moléculas. Otros estudios de Jackson y col. (1997)
corroboraron los anteriores resultados , y detectaron el ARNm de diversas
isoformas de VEGF en muestras de tejido prostatico benigno y en el

adenocarcinoma prostético.
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Los autores observaron que la expresion del factor angiogénico disminuia en
los tumores mas indiferenciados, sugiriendo que la expresion de VEGF

disminuiria con la progresion tumoral.

Se ha observado un aumento de la inmunoexpresiéon de VEGF en otros
tumores sélidos, incluyendo la mama (Yoshiji y col., 1996), ovario (Boccock y
col., 1995), y carcinomas colo-rectales (Brown y col., 1993), indicando un papel
activo de VEGF en el desarrollo y progresion de las neoplasias.

VEGF muestra seis isoformas distintas que se producen por mecanismos de
splicing alternativo. Algunas de estas isoformas son secretadas al medio
mientras que otras permanecen en la célula. Estas isoformas podrian ejercer
funciones distintas y desconocidas por el momento segun el tipo celular y el
microambiente. Los anticuerpos utilizados en los actuales estudios
inmunohistoquimicos no permiten diferenciar las isoformas que podrian estar
expresandose en diferentes células, y por tanto podrian explicar los resultados

contradictorios observados segun las series.

Por dltimo, la expresion de VEGF fue constatada también en los vasos y en el
estroma. Dicha inmunoexpresion estromal podria ser consecuencia de un
secuestro y almacenamiento del factor angiogénico sintetizado por las propias
células tumorales. Estudios previos han detectado expresion de VEGF en el
estroma del hemangioblastoma (Wizigmann y col., 1995), cancer de cdlon
(Shiraishi y col.,, 1995), y de ovario (Boccock y col.,, 1995). El VEGF
secuestrado a nivel estromal podria favorecer la degradacion de la matriz

extracelular, contribuyendo de esta forma al proceso de angiogénesis.

La intensa expresion de VEGF observada a nivel vascular, se explicaria por la
union del factor angiogénico a sus receptores endoteliales, favoreciendo asi la
localizacion del factor que ejerceria funciones paracrinas sobre el endotelio
vascular. Estudios inmunohistoquimicos han revelado que la expresién proteica
de VEGF se localiza en las células tumorales, pero también en el endotelio
vascular (Plate y col., 1992). Esta localizacion nos muestra el VEGF unido a

sus receptores endoteliales (Qu y col., 1995).
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El bloqueo de VEGF con anticuerpos monoclonales especificos ha demostrado
in vitro e in vivo, una disminucion de la angiogénesis tumoral (Kimy col., 1992).
En 1993 Kim y col., evidenciaron usando anticuerpos contra VEGF en tres
lineas celulares humanas de leiomiosarcoma, glioblastoma, vy
rabdomiosarcoma, una disminucion del crecimiento tumoral de entre un 70 y
mas del 90 %.En modelos animales de cancer de prostata tratados con anti-
VEGF se ha demostrado una supresiéon completa del crecimiento tumoral
(Borgstrom y col., 1996).

Por otro lado, el uso continuado de anti-VEGF ha llevado a una regresion de
los vasos neoformados, sugiriendo que VEGF también es necesario en los

vasos maduros para su matenimiento y supervivencia (Yuan y col., 1996).

5.4.3- Expresiéon de VEGF y otros pardmetros clinico-patoléqgicos.

Nuestro estudio ha demostrado un aumento no significativo en la
inmunoexpresion tumoral de VEGF en los tumores 6rgano confinados (pT2) y
en los casos sin infiltracién del margen quirdrgico. De igual forma, la mediana
de inmunoexpresién de VEGF en el PIN de alto grado y en el adenocarcinoma
fue mayor en los tumores que no progresaron que en los casos con progresion
tumoral. Contrariamente, los casos con invasion de vesiculas seminales

mostraron un aumento significativo en la expresion de VEGF.

Latil y col. (2000) demuestran que la sobre-expresion de VEGF se correlaciona
con un estadio pT2, y por tanto, sugieren que VEGF seria un marcador
prondstico de tumores en estadio temprano. En cambio, Strohmeyer y col.,
(2000) demostraron un aumento en la expresion de VEGF en el
adenocarcinoma prostatico con el grado y el estadio tumoral, observando
mayor expresion del factor angiogénico en los pacientes con progresion
tumoral.

En otros tumores como el carcinoma colorectal también se han obtenido
resultados contradictorios al intentar correlacionar la expresion de VEGF con el
prondéstico. Asi, en un estudio reciente se correlaciono la expresion de VEGF

por los macréfagos tumorales con una mayor supervivencia (Khorana y col.,
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2003), mientras que en anteriores estudios no se observé correlacion entre la
expresion tumoral de VEGF y la supervivencia (Andre y col., 2000), o bien la
expresion de VEGF se asociaba a un aumento en la recurrencia del carcinoma
colonico en estadio Il (Cascinu y col., 2000).

En el cancer de mama la expresion de VEGF y la densidad microvascular han
demostrando ser un indicador prondstico independiente (Toi y col., 1996). Asi,
los tumores VEGF positivos mostraron una menor supervivencia (Gasparini y
col., 1997). En el carcinoma gastrico los tumores VEGF positivos, mostraron
una mayor incidencia de metastasis ganglionares y hepaticas (Maeda y col.,
1996).

5.5- INMUNOEXPRESION DE Flt-1 (VEGFR 1).

De acuerdo con estudios anteriores (Weidner, 1993 y 1995) nuestro trabajo ha
corroborado una expresion constante de Flt-1 a nivel vascular. Pero
destacadamente, se ha observado significativa mayor expresion del receptor en

el adenocarcinoma prostatico y en la neoplasia intraepitelial de alto grado.

La presencia del receptor en el epitelio podria no ser funcional, pero sugiere
funciones autocrinas de VEGF desconocidas sobre la diferenciacion vy
crecimiento de las células epiteliales. Diversos estudios en tejido pancreatico y
uterino (Rooman y col., 1997)(Brown y col., 1997), han demostrado expresion
de Flt-1 y FLK/KDR en epitelio y tejido muscular liso, sugiriendo que en algunos
tejidos, el VEGF no seria tan especifico para las células endoteliales.

En la literatura existen escasas referencias sobre la expresion de receptores
angiogénicos en el cancer de préstata. Hahn y col. (2000) demuestran también
expresion epitelial de FIt-1 en el 56% de los adenocarcinomas estudiados,
observando una menor expresion del receptor en el PIN de alto grado y en la
glandula normal.

En nuestra serie los tumores mejor diferenciados y en estadios iniciales ofrecen
menor expresion del receptor Flt-1, mientras que los tumores con infiltracion del
margen quirargico y de vesiculas seminales muestran una mayor

inmunoreactividad para el Flt-1.
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Por lo tanto, se observa una tendencia a un aumento de la expresion del
receptor angiogénico en los carcinomas de alto grado y en la progresion
tumoral. En el adenocarcinoma de pulmén el aumento en la expresion de
VEGF y de Flt-1 se ha asociado a una menor supervivencia (Takanami y col.,
1997). Contrariamente, Hahn y col.(2000), evidenciaron una pérdida de
expresion del receptor en los tumores mas indiferenciados y en casos con
metéstasis ganglionares.

En otras neoplasias, como el tumor de Wilms de la infancia también se ha
observado inmunoexpresion del receptor Flt-1 en el 47% de los casos,
asociandose a un aumento de la densidad vascular y a un peor pronostico
(Ghanem y col., 2003). En el adenocarcinoma de pulmén también se observo
un aumento en la expresion de Flt-1 respecto al parénquima pulmonar normal,
y ademas se correlacioné con un aumento en la angiogénesis y una menor
supervivencia (Takanamiy col., 1997).

En nuestro estudio no observamos diferencias en la expresion de Flt-1 en la
progresion tumoral de los casos. Un trabajo reciente en cancer de endometrio
tampoco ha revelado una correlacion entre la expresion de Flt-1, la densidad
vascular y el prondstico de la enfermedad (Fine y col., 2000).

Actualmente, se desconoce el grado de implicacion que el receptor Flt-1 tiene
en la angiogénesis tumoral, ya que los resultados sobre su expresion y
distribucion en los tejidos son variables y difieren segun la neoplasia estudiada.
En otros tumores como en el cancer de ovario (Boccock y col., 1995) no se ha
podido demostrar una aumento en la expresion de Flt-1 en el carcinoma, ni por
inmunohistoquimica o hibridacién in situ, ya que el receptor s6lo se expresé a
nivel vascular.

En el cancer de mama tampoco se ha podido demostrar este aumento en la
expresion del Flt-1 en el carcinoma respecto al tejido normal (Yoshiji y col.,
1996).

Un estudio reciente sobre la expresion de receptores angiogénicos en lineas
celulares de cancer de mama de pacientes con enfermedad localmente
avanzada, ha demostrado que la expresion de los receptores Flt-1 y FLK/KDR
tendria diferente valor prondstico. Mientras que el aumento en la expresion de
FLK/KDR se asociéo a un mal pronostico, el aumento del receptor Flt-1 se

asociaba a una mejor supervivencia (Zhukova y col., 2003).
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Se ha demostrado que la forma soluble del receptor Flt-1 tiene in vivo
capacidad de inhibicion del crecimiento tumoral. Esta forma del receptor es
capaz de secuestrar a VEGF y de forma heterodimeros inactivos con Flt-1 y
FLK/KDR (Kendall y col., 1993) (Goldman y col., 1998). La transfeccion de un
vector con el cDNA de la forma soluble de Flt-1 en tan soélo el 30% de la
poblacién tumoral fue capaz de inhibir el crecimiento de neoplasias mediante
una disminucion de la angiogénesis en modelos animales de ratén (Kong y col.,
1998).

5.6- INMUNOEXPRESION DE FLK/KDR (VEGER 2).

Uno de los resultados mas relevante de este estudio fue el aumento de la
expresion del receptor angiogénico FLK/KDR en el PIN de alto grado respecto
al tejido prostético normal. Existen escasas referencias en la literatura sobre la
expresion de receptores angiogénicos en lesiones de neoplasia intraepitelial
prostatica de alto grado.

Tan solo Ferrer y col. (1999) estudian la expresion inmunohistoquimica del
receptor FLK/KDR en 15 casos con zonas de adenocarcinoma y PIN de alto
grado, evidenciando expresion de FLK/KDR en todos sus casos de PIN, tanto
a nivel epitelial como vascular.

En nuestro estudio existe ademas evidencia de una mayor densidad vascular y
de expresion de VEGF respecto a la glandula normal, apoyando que el cambio
hacia el fenotipo angiogénico se produciria en la lesién pre-neoplasica o PIN de
alto grado, acompafando al proceso de carcinogénesis en la evolucion hacia
el carcinoma invasor.

Por otro lado, demostramos una elevada y constante inmunoexpresion del
receptor FLK/KDR en todos los casos de adenocarcinoma prostatico, tanto a
nivel vascular como en las células neoplasicas. Ferrer y col. (1999) revelaron
que la expresion de receptor en el adenocarcinoma era también constante. Los
casos mejor diferenciados mantenian la expresién del receptor, pero se
evidenciaba una disminucion de expresion con la progresién tumoral, siendo

negativa en los casos mas indiferenciados.
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Por el contrario, nosotros observamos que los casos de adenocarcinoma de
alto grado de Gleason mostraban una tendencia a una mayor expresion del
receptor, sin ser estas diferencias estadisticamente significativas. En los
adenocarcinomas en estadio mas avanzado (pT3) con afectacion del margen

quirdrgico también se observo una mayor expresion del FLK/KDR.

La expresion del receptor FLK/KDR no seria exclusivo de las células
endoteliales, expresandose también en el epitelio del PIN de alto grado, dénde
VEGF podria ejercer funciones desconocidas sobre la proliferacion celular.
VEGF ha demostrado ser un factor de crecimiento para las células del Sarcoma
de Kaposi. El blogueo de VEGF mediante oligonucledétidos antisense inhibi6 el
crecimiento de los fibroblastos en el raton (Masood y col., 1997). Ademas,
VEGF ha sido capaz de estimular el crecimiento de lineas celulares de
melanoma a través de su accidn sobre receptores angiogénicos expresados
por las propias células tumorales (Liu y col., 1995).

Se ha demostrado que solamente FLK/KDR seria capaz de estimular la mitosis
y la quimiotacsis en las células endoteliales. En ratones nulos para la expresion
de FLK/ KDR se demostro que Flt-1 no era capaz de inducir la angiogénesis en
respuesta a VEGF (Millauer y col., 1994).

Actualmente, se postula que los receptores FLK/KDR y FIlt-1 producirian
diferentes sefiales de transduccion. FLK/KDR seria de importancia critica para
las diversas funciones angiogénicas de VEGF. La utilizacién de un inhibidor de
tirosin quinasa de los receptores de VEGF, SU 5416, que inactiva FLK/KDR ha
demostrado ser eficaz como tratamiento anti-angiogénico en algunos tumores
(McMahon, 2000).

5.7- INMUNOEXPRESION DE bFGF.

El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) se sintetiza en el estroma
prostatico. Nuestro estudio ha evidenciado que en la glandula normal el bFGF
se localiza principalmente en el estroma y los vasos, mientras que no existe
practicamente expresion del factor angiogénico a nivel epitelial. Giri y col.

(1999) también observaron que bFGF se expresaba fundamentalmente en el
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estroma y vasos interglandulares. En su estudio demostraron un aumento en el

ARM m de bFGF en el carcinoma respecto al tejido normal.

Uno de los resultados méas destacados ha sido la demostracion de un aumento
en la inmunoexpresion de bFGF en el PIN de alto grado. Recientemente, Huss
y col. (2003) han demostrado por RT-PCR en ratones transgénicos (TRAMP)
expresion de bFGF en el PIN de alto grado, sugiriendo un inicio temprano del
fenotipo angiogénico en el cancer prostatico.

En nuestra serie se observa una tendencia a un aumento en la
inmunoexpresion de bFGF en los adenocarcinomas de alto grado y con
estadios avanzados (pT3), infiltracion de margenes quirdrgicos y de vesiculas
seminales. En este sentido, anteriores trabajos demostraron un aumento en la
expresion de bFGF en carcinomas metastasicos respecto a tumores organo-
confinados y en lineas celulares angrégeno-independientes (Yan y col. .1993).
El bFGF aumentaria la sintesis del factor urotelial activador del plasminégeno
(uPA) y de diversas colagenasas que estarian implicadas en el proceso de

angiogénesis Yy en la progresion tumoral (Saksela y col., 1987).

El factor de crecimiento fibroblastico basico demostrd ser un potente mitdgeno
en lineas celulares de céancer prostatico (DU-145, PC 3) (Giri y col.,
1999).Nuestro estudio no ha podido demostrar una correlacién significativa
entre la inmunoexpresion de bFGF y proliferacion celular tumoral. Sin embargo,
si hemos podido constatar una tendencia a un aumento en la proliferacion
celular en los casos con mayor inmunoreactividad para bFGF. En diversas
lineas celulares de céancer prostatico (DU 145, LnCaP, PC 3) bFGF ha
demostrado inducir un aumento en la cinética y proliferacion celular en las

células endoteliales y epiteliales prostaticas (Janssen y col. 1995).

Por ultimo, en cuanto a la expresion de bFGF y su relaciéon con la densidad
vascular, nuestro trabajo no ha evidenciado una correlacion significativa entre
la expresion de bFGF y la densidad vascular de los distintos patrones
morfologicos. Asi, los tumores con mas expresion de bFGF mostraban mayor

densidad vascular tumoral.
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En este sentido, Hepburn y col. (1997) demostraron que la presencia de bFGF
en el medio de cultivo estimulaba la proliferacién de las células endoteliales de

forma dosis-dependiente.

Por otro lado, ademas del bFGF existen multitud de factores que determinan la
densidad vascular de un tumor. Las células del carcinoma prostatico producen
diversos factores de crecimiento que afectan de forma compleja a la célula
endotelial. Asi, unos factores estimulan su proliferacion, como VEGF, bFGF, y
el TGFa, mientras que otros como el TGFp la inhiben.

El fenotipo angiogénico y la densidad vascular como su reflejo, son el resultado
del balance entre factores reguladores positivos y negativos secretados por las

propias células tumorales (Hepburn y col. 1997).

VEGF y bFGF han demostrado un efecto sinérgico en estudios in vitro sobre la
proliferacion celular endotelial (Pepper y col.,, 1993). En nuestra serie los
tumores con mayor inmunoexpresion de bFGF mostraban un aumento en la

expresion de VEGF, aunque de forma no significativa.

Se necesitan mas estudios para profundizar en la caracterizaciéon de los
elementos celulares prostaticos y en los mecanismos que influyen en los
procesos moleculares que regulan la angiogénesis y la diferenciacién celular,
ya que otros factores como el TGFB, EGF, aFGF y PDGF, han demostrado
intervenir en la regulacion de las interacciones entre el estroma y el epitelio

prostatico (Peehl y col., 1998).
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Conclusiones




VI. CONCLUSIONES.

El estudio de la angiogénesis y de la expresiéon de proteinas involucradas en el
control de la actividad angiogénica en la neoplasia intraepitelial de alto grado y
el adenocarcinoma prostatico nos ha permitido establecer las siguientes

conclusiones:

1.- El estudio de la densidad vascular en las lesiones de PIN de alto grado y el
adenocarcinoma invasor demuestra significativa mayor densidad de vasos en
el adenocarcinoma respecto a la neoplasia intraepitelial de alto grado
(p<0,001), y de la neoplasia intraepitelial de alto grado respecto a la glandula
normal (p<0,001).

2.- Existen diferencias significativas en la densidad vascular tumoral y los
factores prondsticos independientes: el grado de Gleason (p=0,006) y el
estadio patoldgico (p=0,009), observando una mayor densidad vascular en los

grados de Gleason 7,8y 9, y el estadio localmente avanzado pT3.

3.- En la valoracion de la microdensidad vascular tumoral se demuestra una
correlacion positiva con el indice proliferativo (Ki67) tanto en los
adenocarcinomas (r=0,252) (p=0,056) como en las lesiones de PIN de alto
grado (r=0,254) (p=0,054).

El método morfométrico de cuantificacion empleado mediante la rejilla de
Chalkley se confirma como un meétodo idoneo para la valoracion de la

angiogénesis en este tipo de muestras.

4.- El estudio de la actividad proliferativa con el anticuerpo MIB1 (Ki67)
constatan un incremento progresivo del indice proliferativo en el tejido
prostatico normal, en el PIN de alto grado (p=0.000) y en el adenocarcinoma
prostatico (p=0,000) . Las glandulas normales adyacentes a las areas de PIN
de alto grado con mayor indice de proliferacién celular también expresan mayor
indice proliferativo (r=0,378) (p=0,003). Estos resultados demuestran una
evolucion progresiva en la proliferacion celular desde glandulas normales

proximas al PIN de alto grado hacia el carcinoma invasor.
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5.- El estudio de la expresion de los factores angiogénicos VEGF y bFGF
demuestra un aumento de su expresion en el adenocarcinoma prostatico y en
la neoplasia intraepitelial de alto grado respecto al tejido normal (p=0,000).
Estos resultados sugieren que el proceso de angiogénesis se iniciaria en una
fase temprana de la carcinogénesis prostatica con la produccion de los factores
angiogénicos VEGF y bFGF.

6.- En el adenocarcinoma prostatico se demuestra una correlacion positiva en
la expresion de VEGF (r=0,288) (p=0,028) y de FLK/KDR (r=0,262) (p=0,047)
con la proliferacion celular. El factor angiogénico VEGF podria actuar como
factor de crecimiento autocrino sobre la poblacién tumoral a través de la

expresion del receptor FLK/KDR en las células tumorales.

7.- La expresion de los receptores angiogénicos FLK/ KDR y Flt-1 es
significativamente mayor en el adenocarcinomay el PIN de alto grado que en la
glandula normal (p=0,000 y p=0,012, respectivamente). La mayor expresion de
receptores angiogénicos en el epitelio de la neoplasia intraepitelial de alto
grado y del adenocarcinoma prostatico sugiere funciones autocrinas de VEGF,
aun desconocidas sobre la diferenciacion y el crecimiento de las células

epiteliales.

8.-La densidad vascular tumoral se correlaciona positivamente con la expresion
tumoral del receptor FLK/ KDR (r=0,353)(p=0,007) y con la expresion vascular
del receptor FIt-1 (r=0,326)(p=0,013). EI factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) podria aumentar la densidad vascular mediante la expresién

tumoral y endotelial de los receptores angiogénicos Flt-1 y FLK/ KDR.

9.- La mayor expresion de los factores angiogénicos VEGF y bFGF y de los
receptores FLK/ KDR y Flt-1, asi como la mayor densidad vascular observada
en el adenocarcinoma prostéatico respecto a la neoplasia intraepitelial de alto
grado, y de esta lesion respecto a la glandula normal, apoya la existencia de un
patrén evolutivo angiogénico en las diversas etapas del desarrollo tumoral

desde la fase inicial premaligna hasta el carcinoma invasor.
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ANEXO |

Tabla 1. Factores inductores de la angiogénesis in vivo, producidos por las

células tumorales.

FACTOR INDUCTOR

TEJIDO
(demostracién de actividad

angiogénica in vivo)

EFECTO SOBRE LA
CELULA ENDOTELIAL

VEGF ¢ Membrana coridnico- e Sintesis DNA
(fact.crecim.vascular alantoidea (CAM) e Proliferacion celular
endotelial o fact.de e Cérnea e Migracion celular
permeabilidad vascular o

vasculotropina)

EGF (fact.crecim.epidérmico) |e Codrnea e Sintesis DNA

e Saco bucal hamster

e Proliferacion celular

e Migracion celular

FGF-1
(fact.crecim.fibroblastico acido
01l)

e Membrana coriénico-
alantoidea (CAM)
e Colrnea

e Implante tisular

e Sintesis DNA
e Proliferacion celular

e Migracion celular

FGF-2

e Membrana coriénico-

e Sintesis DNA

(fact.crecim.fibroblastico alantoidea (CAM) e Migracién celular
basico 0 2) e Cornea e Formacion de tlbulos
e Implante tisular
FGF-4 e Membrana coridnico- e Sintesis DNA
(fact.crecim.fibroblastico 4 o alantoidea (CAM) e Proliferacion celular
bst-1, K-FGF) e Cornea
e Implante
G-CSF e Cornea e Sintesis DNA
(fact.estimulante de colonias e Proliferacion celular
granulocitario)
IGF-1 e Cornea e Migracion celular
(fact.crecim.insulin-like-1) e Formacion de tubulos
IL-8 e Cornea e Proliferacion celular

(interleucina 8)

e Implante tisular

e Migracion celular

PDGF
(fact.crecim.deriv.de

plaguetas)

e Membrana coriénico-
alantoidea (CAM)

e Colrnea

e Sintesis DNA
e Proliferacion celular

e Migracioén celular




TGF a

(fact.transformante o)

e Cornea

e Saco bucal hamster

e Sintesis DNA

TGF B

(fact.transformante f3)

e Membrana coriénico-
alantoidea (CAM)
e Cobrnea

e Implante tisular

e Migracion celular
e Formacion de tlbulos
e Inhibicién de la

proliferacion

TNF o

(fact. necrosis tumoral o)

e Membrana coriénico-
alantoidea (CAM)

e Cornea

e Migracion celular
¢ Inhibicion de la
proliferacion y la

formacion tubular

TP

(timidin fosforilasa)

e Membrana coriénico-
alantoidea (CAM)

e Implante

e Migracion celular

e  Quimiotaxis

OTRAS PROTEINAS Y PEPTIDOS

FACTOR INDUCTOR

TEJIDO
(demostracién de actividad

angiogénica in vivo)

EFECTO SOBRE LA
CELULA ENDOTELIAL

ANGIOGENINA e Membrana coridnico- ¢ No produce efecto en la
alantoidea (CAM) proliferacion celular
e Cornea

FACTOR ACTIVADOR DE ¢ Implante e Proliferacion y migracion
PLAQUETAS celular
PROLIFERINA e Cornea e Migracién celular
SUBSTANCIA P e Cornea e Sintesis DNA

e Migracion celular
UROKINASA (uPA) e Cornea e Migracién celular
VCAM-1 e Cornea e Quimiotaxis

(mol.de adhesién vascular)

CARBOHIDRATOS

FRAGMENTOS DE ACIDOS

e Membrana coriénico-

e Sintesis DNA

HIALOURONICOS alantoidea (CAM) e Migracion celular
e Implante
LACTATO e Cornea e No produce efecto en la

proliferacion celular




LIPIDOS

ERUCAMIDA

Membrana coriénico-
alantoidea (CAM)

Coérnea

No produce efecto en la

proliferacion celular

LEUCOTRIENOS C4 Y D4

Membrana coridénico-

Migracion celular

alantoidea (CAM)
PROSTAGLANDINAS ¢ Membrana corionico- Proliferacion celular
PGE1Y PG E2 alantoidea (CAM)
e Implante
OTRAS SUBSTANCIAS
ESTROGENOS e Implante Proliferacion y migracion
celular
Formacion de tubulos
ANEXO Il
Tabla 2. Factores angiogénicos que pueden actuar como oncogenes.
EGF
FGF-1/FGF-a
FGF-2 / FGF-b
FGF-3/ int-2
FGF-4 /| K-FGF/ hst-1
G-CSF
PDGF-B / sis
TGF o

TGF B




Tabla 3. Oncogenes que estimulan la produccion de factores angiogénicos.

ONCOGEN TIPO CELULAR FACTOR ANGIOGENICO

v- abl Fibroblasto rata TGF a

v-erb A Glial PDGF- B

v- fps Fibroblastos embrién pollo PG E2yE3

V- MOS Fibroblastos embrién pollo PG E2

c- myb Fibroblastos murinos IGF- 1

H- ras Fibroblasto humano G- CSF
Tiroides humano IGF- 1
Fibroblasto rata PG E2
Célula intestinal rata VEGF
Células cancer célon humano |VEGF

v-H-ras Célula mama humano TGFa, TGFB, IGF-1
Fibroblasto murino TGFa
Queratinocitos murinos TGFa, TGFB

K-ras Fibroblasto murino TGFa

N-ras Cél. Melanoma humano TNFa
Cél. Mesotelioma humano G-CSF
Fibroblasto murino TGEa.

ras Fibroblastos embrién pollo PG E2
Fibroblastos murinos SF

ros Fibroblastos embrién pollo PG E2

sis Fibroblasto murino SF

src Fibroblastos embrién pollo PG E2, VEGF
Fibroblastos murinos TGFa, TGFB

V-SIc Glioblastoma humano VEGF




ANEXO IlI

Tabla 4. Substancias inhibidoras de la angiogénesis producidas por células

normales de mamiferos .

INHIBIDOR ENSAYO IN VIVO ACTIVIDADES ACTIVIDAD
INHIBIDAS ANTITUMORAL
ENDOTELIO
ANGIOSTATINA e Membrana e Proliferacion SI
coriénico- celular
alantoidea (CAM)
e Cornea
1,25 Dihidroxivitamina |e  Membrana e Proliferacion SI
(D3) coriénico- celular
alantoidea (CAM)
Interferon o e Piel de ratén e Migraciény Sl
(INF o) proliferacion
celular
Interferon e Piel de raton e Migraciony SI
(INF B) proliferacion
celular
Interferon vy e Piel de raton e Proliferacion Sl
(INF v) e Cornea celular
e Sintesis de DNA
e Formacion de
cordones
celulares
Interleucina-1 (IL-1) e Cornea e Migraciony Sl
proliferacion
celular
e Sintesis de DNA
Interleucina-12 e Membrana e Noen Si
(IL-12) coriénico- proliferacion
alantoidea (CAM) celular
2- methoxiestradiol e Membrana e Proliferacion SI

coriénico-
alantoidea (CAM)

e Vasos tumorales

celular
e Formacién de
cordones

celulares




Factor plaguetario 4 Membrana Proliferacion Sl
(PF4) corionico- celular
alantoidea (CAM) Sintesis de DNA
Proteina realcionada Coérnea Migracién celular | ?
con la proliferina
(PRP)
Fragmento de 16 Kd Cérnea Sintesis de DNA | Sl
de la prolactina Formacién de
cordones
celulares
Inhibidor de la Membrana Sl
ribonucleasa coriénico-
placentaria alantoidea (CAM)
Cornea
Protamina Membrana Proliferacion Si
coriénico- celular
alantoidea (CAM)
Cornea
Acido retinoico Membrana Migracion celular | Sl
coriénico-
alantoidea (CAM)
Trombospondina Cérnea Migracién y Sl
(TSP-1) Implante proliferacién
celular
Formacion de
cordones y luces
celulares
Inhibidor tisular de la e Membrana Migracion y Sl

Metaloproteinasa
(TIMP/CD 1)

coriénico-
alantoidea
(CAM)

e Colrnea

proliferacion
celular

Sintesis de DNA




ANEXO IV

Tabla 7. Genes supresores tumorales que influyen en la angiogénesis.

GEN SUPRESOR | TIPO CELULAR EFECTO EN LA | INHIBIDOR INDUCIDO
TUMORAL ANGIOGENESIS
p 53 e Glioblastoma e Inhibidor ?
e Fibroblastos ¢ Inhibidor e Trombospondina-1
e Carcinoma de |e Inhibidor e Trombospondina-1
mama
RB ¢ Retinoblastoma ¢ Inhibidor ?
e Osteosarcoma e Inhibidor ?
e Tumor prostatico |e Sin efecto ?
CR.10q e Glioblastoma e Inhibidor e Trombospondina-1
CR.17 e Neuroblastoma e Inhibidor ?






