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SUMMARY

There are several methodologies for the study of
tumoral angiogenesis, specially the microvessel den-
sity count (MVD), inmunhistochemical analysis of
VEGF, VEGF molecular expression on tumours cells
and measurement of VEGF levels in tumours fluids
and serum levels. There are significatives differences
on MVD, VEGF immunostaining and VEGF mRNA
expression between benign and malignant epithelial
ovarian neoplasms. In ovarian carcinoma, there can
be found high VEGF serum and ascites levels
(pg/ml), as well as several others angiogenic factors,
comparing to controls.

MDYV, VEGEF expression or VEGF serum levels, are
not correlatet with FIGO stages and histological
subtypes of epithelial ovarian neoplasms. There is not
a significant relation between MVD and histological
grades, but G; tumours have higher percentages of
VEGF expression and VEGF serum levels compared
to G,-G, tumours.

Most analyzed publications make several different
MVD, and comparate them, which make the compari-
son of results very difficult. High MVD sometimes
make for a worse disease-free and overall survival
probability, specially if there is high VEGF expres-
sion or high VEGF serum levels because of them
being prognostic factors in Cox regression multivaria-
te analysis.

Today’s antiangiogenic therapy is directed, in high
angiogenic activity ovarian tumours, towards small
cells in emigration and proliferation, so that they be-
come more vulnerables to adjuvant therapies,
although their clinical efficiency is still uncertain.

Aceptado para su publicacién el 22 de marzo de 2001.

INTRODUCCION

El proceso metastdsico responsable del 90% de las
muertes oncoldgicas es caracteristico del fenotipo ce-
lular maligno, y representa un fendmeno complejo
con multiples pasos y numerosos mecanismos, algu-
nos desconocidos, siendo la angiogénesis un eslabdon
de la cadena metastdsica'?. Una célula con capacidad
angiogénica desprendida del tumor primario es mas
facil que desarrolle una metdstasis clinica que la célu-
la sin fenotipo angiogénico, susceptible de originar
una micrometdstasis latente (similares indices prolife-
racién/apoptosis)’. Los estudios en animales confir-
maron que el carcinoma ovdrico metastatiza en las
membranas peritoneales como diminutas siembras
avasculares que permanecen con tamafio limitado
hasta que no se produce su neovascularizacién*.

La «densidad de microvasos», expresion de la an-
giogénesis, se utiliza como indicador bioldgico del
potencial metastdsico en diversas neoplasias (pulmon,
prostata, mama, estomago, testiculo, melanoma, etc.)’;
sin embargo, en ciertos tumores, su valor pronéstico
es controvertido. En una publicacién anterior se reali-
z6 el estudio de la angiogénesis en el cancer de cérvix
uterino®, comunicando que la alta densidad de micro-
vasos tumorales, se acompafia de peores tasas de su-
pervivencias. El objetivo de esta revisién es estudiar
la angiogénesis en tumores epiteliales ovdricos para
tratar de conocer si tiene relacién con los factores
prondsticos y valorar su influencia en las tasas de su-
pervivencias de pacientes portadoras de estas neopla-
sias ovaricas. Por ultimo, analizaremos los aconteci-
mientos mas destacados de la incipiente terapia
antiangiogénica.

ASPECTOS DE LA ANGIOGENESIS

La angiogénesis, o formacion de nuevos vasos des-
de las células endoteliales de capilares preexistentes,
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es un proceso fisioldgico que ocurre, de modo contro-
lado, durante el ciclo genital femenino (regeneracidn
ciclica endometrial y ovulacién)’, embarazo, cicatri-
zacion de heridas o en ciertas enfermedades (endome-
triosis, retinopatia diabética, reacciones inmunes, pso-
riasis, artritis reumatoide, etc.).

Para que se produzca angiogénesis en el conglome-
rado celular, un grupo de clones deben adquirir feno-
tipo angiogénico, ocasionando «efecto perfusién» con
entrada de oxigeno y nutrientes en la masa celular
que, a su vez, desencadena un «efecto paracrino» con
produccion de sustancias angiogénicas desde la
matriz extracelular y células endoteliales de los capi-
lares que circundan la lesién®®. En una publicacién
anterior® fueron comentados los mecanismos de for-
macion de neovasos tumorales y también se refirié
que, en condiciones normales, la angiogénesis se en-
cuentra regulada por el equilibrio entre sustancias
angiogénicas y antiangiogénicas'®, dedicando a estas
dltimas atencidn especial al estudiar la terapia antian-
giogénica.

Entre las sustancias angiogénicas, destaca el factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), fami-
lia de cinco miembros (PIGF, VEGF-B, VEGEF-C,
VEGF-D, VEGF,) con diferentes isoformas (polipép-
tidos de 165, 206, 145, 189 y 121 aminoécidos) que
aparentemente realizan idénticas actividades bioldgi-
cas'"?, La VEGF,, no se liga a la heparina, y es se-
cretada como proteina soluble, pero VEGF ¢ es bdsi-
ca, se liga a la heparina, y aparece en tejidos normales
y tumorales, produciéndose en menor cantidad que
VEGF,,,, mientras que VEGF,,, y VEGF,, presentan
gran afinidad por la heparina al incorporarse a la ma-
triz extracelular'®. E1 VEGF actda unido a tres recep-
tores tirosincinasa (Flt-1, KDR y Flt-4, en la actua-
lidad VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3)*!5 y se com-
porta como mitégeno de células endoteliales, estimu-
la la secrecién de sustancias proteoliticas que contri-
buyen a degradar la membrana basal®, ademds de
incrementar (50.000 veces mds que la histamina)
la permeabilidad vascular por lo que también se
conoce como factor de permeabilidad vascular
(VEGF/VPF)!¢!7 con destacada participacién (funda-
mentalmente VEGF, ;) en la génesis y acumulacion
de liquidos'®.

La endotelina (ET-1) es producida por células en-
doteliales y musculares vasculares, a estimulo de la
hipoxia, factores de crecimiento y citocinas inflama-
torias, comportdndose como un factor de crecimiento
autocrino'. Requiere unirse a dos receptores: ET,R,
un potente mitégeno de células musculares vascula-
res, y ETyR, que estimula la proliferaciéon y migra-
cién de las células del endotelio vascular, asi como la

produccién de VEGF?. El factor de crecimiento fi-
brobléstico (basico) (b-FGF) es una proteina que fun-
ciona sinérgicamente con VEGF como factor mit6ge-
no del endotelio®’. Crickard et al*? demostraron la
capacidad mitégena de b-FGF en tres lineas celulares
de cancer ovarico (Ayy y Ay, de tumor primario y
A, de ascitis), detectando expresién de 7 proteinas
b-FGF y 5 receptores. Empleando técnicas de bioen-
sayo, Di Blasio et al* analizan extractos citopldsmi-
cos de 7 carcinomas ovaricos, confirmando en todos
los tumores la sintesis in situ de b-FGF (niveles entre
4 y 33 ng/ml). El factor de crecimiento endotelial de-
rivado de plaquetas (PD-ECGF) se comporta como
una citocina, homoéloga a la timidina-fosforilasa que,
al degradar productos de la timidina, estimula la qui-
miotaxis de las células endoteliales®.

Los factores de crecimiento de transformacion
(TGF) realizan diversas actividades bioldgicas, inclu-
yendo la diferenciacién celular e interfieren la res-
puesta inmune de células-T y tumoral. El TGF-a fue
estudiado, entre otros, por Stromberg et al® en 17 li-
neas celulares de carcinoma ovarico, existiendo en 16
secrecion de TGF-at y crecimiento de 8 lineas con
presencia de TGF-o exdgeno. El TGF-3 es una pro-
teina multifuncional, producida por diferentes tipos
celulares, incluidas plaquetas activadas y macréfagos,
con tres isoformas f,, B, y B;* que participan en la
proliferacion celular, supresion de la respuesta inmu-
ne y formacién de la matriz extracelular (accién sobre
diversas proteasas). Hurteau et al*’ detectaron expre-
sion TGF-B en 11 de 18 (61%) lineas celulares de
cancer ovdrico obtenidas de ascitis e inhibicién de la
incorporacién de timidina-H® a las células. El factor
de necrosis tumoral (TNF) o y B es un factor angio-
génico derivado de los macréfagos con amplia gama
de actividades biolégicas, en parte, dependientes de
sus concentraciones®.

DIAGNOSTICO DE LA ANGIOGENESIS
TUMORAL

Los tumores son heterogéneos en la distribucién de
microvasos y las dreas de alta neovascularizacién
pueden aparecer en cualquier parte del tumor, aunque
con mayor frecuencia se visualizan en la periferia tu-
moral. Realizados cortes de 3-6 um en el bloque de
parafina, una vez desparafinados, son tefiidos con he-
matoxilina-eosina (H-E), siendo visualizada la prepa-
raciéon a poco aumento (X10-40) para localizar dreas
de alta densidad (hot spots) de capilares arteriales y
venosos. Seleccionada la preparacién, se procede a
realizar una técnica inmunohistoquimica peroxidasa
estandar con diversos anticuerpos frente a antigenos
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TABLA 1. Valores de densidad de microvasos (MVD) en tumores epiteliales ovaricos benignos y malignos

TECNICA RECUENTO TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
AUTORES ANTICUERPOS AUMENTOS NUMERO MVD NUMERO MVD
Hollingsworth et al*’ CD34 200 - - 43 552 +44
400 - - - 195+1,5
Gasparini et al*® CD31 200 - - 112 59,0 +25..5
Brustmann et al® Factor VIII 400 14 140+ 1,9 18 33,7 £3.4%
Abulafia et al* Factor VIII 400 - - 42 28,0 +2,8
Orre et al*! Factor VIII 100 19 21,4 +£3,7 20 28,9+ 6,8
CD31 100 - 204 +44 - 72,9 £10,3*
CD34 100 - 36,0 +7,8 - 56,6 £8.,5
Darai et al*? CD31 400 20 26,0 3,6 20 87,0 £ 39%*
Alvarez et al*? CD31 400 - - 87 16,0
Factor VII 400 - - - 15,0
Hata et al* Factor VIII 200 - - 38 31,0+2,0
Terai et al¥ CD34 200 - - 54 74,5 £53
Shen et al* Factor VIII 200 17 38,8+ 17,8 64 37,6 £ 16
Salani et al*’ CD31 200 - - 48 38,4 +23,7

*p £ 0,001

especificos de células endoteliales (factor VIII, Ulex
europaeus, CD34, CD31, CD36, etc.)®3 y una vez
conseguida la reaccidén inmunolégica (antigenos-anti-
cuerpos), la preparacion se tifie con una solucién cro-
moégena y se contratifie con H-E para visualizar los
microvasos.

Para el recuento de microvasos, similar al de mi-
tosis/campo, que se realiza de forma manual o mejor
mediante ordenador, se pueden seguir los criterios
de Weidner**, evaluando la media de microvasos en
3-5 campos, escogidos al azar, obteniendo la media
de los campos examinados. La Organizacién Euro-
pea de Investigacion y Tratamiento del Cancer (Gru-
po Cooperativo del Cancer Ginecolégico) recomien-
da valorar la «media de densidad de microvasos»
(MVD) en 10 campos elegidos al azar de dreas con
alta vascularizacion, con la media de los valores su-
periores de recuento en cada campo™®, efectuada por
dos observadores diferentes, con coeficiente de va-
riacién menor de 10%. Los controles se realizan en
areas del mismo tejido (estroma peritumoral, ovario
normal, etc.). Para su empleo clinico es necesario
unificar criterios, y se han realizado algunas pro-
puestas basadas en el andlisis critico del estudio de
la MVD?*,

En la tabla I se muestran diversos estudios que
cuantifican la densidad de microvasos en tumores
ovaricos benignos (70 casos) y malignos (546 casos),
con distintas técnicas y aumentos, lo que implica con-
siderar diferentes dreas/campo. Sin embargo, apare-
cen diferencias de MVD entre tumores ovdaricos be-
nignos y malignos, siendo significativas (p < 0,001)
en tres®#42 de los cuatro estudios que la cuantifican
en ambas variedades tumorales.

En la valoracién de la angiogénesis tumoral, ade-
mas de MVD, también se realizan técnicas inmu-
nohistoquimicas, principalmente de VEGF, utilizando
anticuerpos policlonales anti-VEGF en una técnica
estreptoavidina-biotina-peroxidasa. Los resultados de
la inmunotincién celular son negativos (—) (ausencia
células positivas), débilmente positivos o moderados
(+) (< 50% células tefiidas) y fuertemente positivos o
intensos (++) (= 50% células tefiidas). El epitelio de
cistoadenomas serosos es negativo o débilmente posi-
tivo, mientras que los quistes de cuerpo liteo y endo-
metriésicos son fuertemente positivos. L.os tumores
serosos borderline presentan inmunotincién en regio-
nes de proyecciones papilares y penachos epiteliales,
pero en la variedad mucinosa aparecen patrones foca-
les, al ser negativo el epitelio mucosecretor adyacente
al quiste y positivo el epitelio mucoso atipico. En los
carcinomas ovaricos, la tincion VEGF se localiza en
el citoplasma celular, tanto en areas sélidas como pa-
pilares, con inmunorreactividad variable las células
de la estroma.

En la tabla II se resume la expresion VEGF con
técnicas inmunohistoquimicas en tumores epiteliales
ovéricos benignos (78 casos) y malignos (378 casos),
observando mayores porcentajes de expresion en tu-
mores malignos, y de los cinco estudios que compa-
ran los porcentajes entre ambas variedades tumorales,
en cuatro’®!543 existen diferencias significativas
(p < 0,001). Diversas investigaciones>76333¢ encuen-
tran limitada relacién entre MVD y expresion VEGF,
sugiriendo que en los tumores ovdricos el incremento
de la expresion VEGEF reflejaria mayor actividad pro-
liferativa celular; por el contrario, dos estudios*’*? in-
forman de que los tumores con alta MVD se asocian
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TABLA II. Porcentajes de expresion del factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
con técnicas inmunohistoquimicas en tumores
epiteliales ovaricos benignos y malignos

TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
AUTORES - -

NUMERO | (%) NUMERO (%)
Boocock et al*® - - 5 100
Abu-Jawdeh et al® - - 14 100
Emoto et al* 17 11,4 17 86,7*
Yamamoto et al*! 15 33,0 70 97,0%
Nakanishi et al*? - - 60 78,3
Orre et al*? 19 42,0 20 75,0
Garzetti et al>* 10 5,0 32 36,5%
Paley et al® - - 48 41,6
Shen et al*® 17 6,0 64 48,0%
Salani et al¥’ - - 48 79,0
#p < 0,001.

TABLA II1. Porcentajes de expresion ARNm-VEGF
con técnicas moleculares en tumores epiteliales
ovaricos benignos y malignos

TUMORES BENIGNOS TUMORES MALIGNOS
AUTORES - -
NUMERO (%) NUMERO (%)

Reynolds et al®’ 7 14 11 100%*
Broocock et al* - - 5 100
Abu-Jawdeh et al*’ 2 0 21 100
Sowter et al®® 8 0 10 100
Paley et al®! - - 55 42
Hartenbach et al*® - - 18 67
Orre et al® 13 38 14 57

*p < 0,001. VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular.

con intensa expresién inmunohistoquimica VEGF
(p <0,0001).

Junto con VEGEF, se pueden analizar otros factores
angiogénicos. Asi, Henriksen et al’’ demostraron que
la expresién TGF-B era mayor en células de carcino-
mas ovdricos que en tumores benignos y ovarios nor-
males. En el MD Anderson Cancer Center (Houston,
Texas)*® se evaluaron muestras de 3 ovarios normales,
10 tumores ovdricos primarios y metdstasis, obser-
vando que la expresiéon TGF fue mayor en tumores
primarios y metastdsicos, tanto para TGF-B, (p <
0,012) como de TGF-B_, (p < 0,001), respecto a teji-
dos ovdricos normales. Una reciente publicacién
italiana*’ estudia, en 48 tumores epiteliales ovaricos
malignos y 20 muestras adicionales de ascitis, la ex-
presion de endotelina (ET-1) y sus receptores, con un
84% de expresion ET-1 y un 93% de ET,R, y mayo-
res porcentajes de este ultimo receptor en tumores
ET-1 positivos, siendo los porcentajes de expresion
ET,R similares en tumores ET-1 positivos y negati-

vos, ademds de existir mayor MVD en tumores ET-1
positivos (p < 0,01) y expresiéon VEGF (p < 0,001).

No son abundantes las investigaciones que emplean
técnicas moleculares de ARNm-VEGF (PCR-RT
transcripcion inversa, hibridacién in sifu, etc.) para la
valoracién de la angiogénesis en tumores ovdricos,
seglin se observa en la tabla III, que incluye 30 tumo-
res ovdricos benignos y 134 tumores malignos, apre-
ciando superiores porcentajes de expresion VEGF en
variedades malignas. En la Universidad de Cambrid-
ge (Reino Unido)*® se estudié la expresién VEGEF,
Flt-1 y KDR, en 5 carcinomas ovaricos primarios y
metdstasis de 3 pacientes diferentes, encontrando ex-
presién elevada ARNm-VEGF en células tumorales,
especialmente en margenes de todos los tumores pri-
marios y metdstasis. Abu-Jawdeh et al* analizan la
expresion VEGF vy sus receptores, mediante hibrida-
cién in situ, con porcentajes del O (4 ovarios norma-
les), el O (4 tumores benignos), el 50 (8 tumores bor-
derline) y el 100% (21 tumores malignos). Por el
contrario, Orre et al’® no observan diferencias signifi-
cativas entre porcentajes de expresion VEGF del 38
(13 tumores benignos), el 28 (7 tumores borderline) y
el 57% (14 tumores ovaricos malignos). El Departa-
mento de Obstetricia y Ginecologia de Gifu (Japén)®3
investigd la expresion ARNm-VEGF en 20 ovarios
normales y 128 carcinomas ovdricos, detectdndose
VEGF,,; y VEGF,, tanto en ovarios normales como
en carcinomas, mientras que la expresion fue débil
para VEGF g, e indetectable VEGE, . Un reciente es-
tudio*® con escaso material (un ovario normal, 2 tu-
mores serosopapilares y 2 tumores ovaricos malig-
nos) informa de que en el tejido ovarico normal
predominan las isoformas 121 y 165, mientras que en
tumores fueron detectadas las cuatro isoformas de
VEGEF pero con el siguiente orden decreciente de in-
tensidad: 121 — 165 — 189 — 206.

Respecto al andlisis de otros factores angiogénicos,
en una publicacién inglesa® se encuentra mayor ex-
presion ARNm-PD-ECGF en tumores ovdricos malig-
nos (17 casos) que en benignos (7 casos) (p < 0,001),
con baja expresion en ovarios normales (4 casos). Un
estudio cooperativo* comunicé que las expresiones
ARNm para TGF-B,, TGF-f, y TGF-B, fueron del 20,
el 53 y el 60% (15 tumores benignos), el 71, el 57 y
el 57 (7 tumores borderline) y el 46, el 66 y el 66%
(74 tumores malignos), siendo mayores en tumores
con receptores de estrégeno (p = 0,0012).

Existen investigaciones que cuantifican, por medio
de técnicas de inmunoenzimoensayo, con diferentes
kits, VEGF y otros factores angiogénicos en liquidos
tumorales, suero y derrames liquidos (ascitis, pleura-
les, etc.). Yamamoto et al®' aportan diferencias de
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Fig. 1. Determinaciones del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) (ELISA) en liquidos tumorales. Los tumores malignos contienen
elevados valores comparados con tumores benignos (p < 0,001), tumores
borderline (p < 0,01) y quistes funcionales (p < 0,001) (modificada)®.

VEGEF en 5 liquidos de tumores ovdricos benignos
(1.662 £ 2.076 pg/ml), 4 tumores borderline (2.739 +
1.192 pg/ml) y 8 carcinomas (10.908 + 9.576 pg/ml)
(p < 0,05). Tgualmente, Hazelton et al® comunican
que existen diferencias significativas de VEGF, entre
liquidos de 29 tumores ovaricos benignos (1,6 £ 0,4
ng/ml), 8 quistes funcionales (3,8 £ 2,0 ng/ml), 5 tu-
mores borderline (5,7 = 1,5 ng/ml) y 13 tumores ma-
lignos (38,5 = 8,2 ng/ml) (p < 0,001), considerando
que podrian ser de ayuda para identificar, mediante
puncidn, los tumores ovdricos benignos y malignos
(fig. 1).

En la tabla IV aparecen diversos estudios que
muestran elevados valores séricos de VEGF (pg/ml)
en tumores ovaricos malignos (194 casos) respecto a
los controles. Una publicacién inglesa® que incluye a
39 pacientes (estadios III y IV) comunica altos por-
centajes de incremento de VEGF (61%), angiogenina
(84,7%) y b-FGF (92,3%) (p < 0,05). Oehler y
Caffier’! no aprecian diferencias significativas en va-
lores séricos de VEGF entre mujeres sanas (20 casos)
y tumores ovaricos benignos (20 casos), pero si entre
estos dos grupos y los tumores malignos (41 casos),
consiguiendo la valoracién sérica de VEGF (punto de
corte de 300 pg/ml), un 71% de sensibilidad y un
65% de especificidad en la diferenciacion de tumores
benignos frente a malignos. En Friburgo (Alemania)”
se estudian, entre otros procesos, los valores séricos

TABLA IV. Valores séricos (pg/ml) de factor
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
en tumores epiteliales ovaricos malignos y controles

AUTORES | NUMERO | VALORES | CONTROLES
Yamamoto et al’! 21 295 + 237 90 +£92
Barton et al® 39 1.167 £227 253 +£110
Obermair et al®’ 44 380 219

Chen et al®® 56 459 -

Santin et al® 6 408 46

Kraft et al™® 28 1.022 376
Ochler y Caffer”! 41 508 + 370 237 £ 138

de VEGF en 145 individuos sanos (media de 294
pg/ml), 129 cénceres de mama (media de 362 pg/ml),
48 canceres gastrointestinales (media de 433 pg/ml) y
40 céanceres de ovario, con diferencias significativas
entre enfermedad local y metastdsica, y en estos ulti-
mos se detectan maximas concentraciones (media de
1.022 pg/ml) (p < 0,001) (fig. 2).

Los valores de VEGF en ascitis son mas elevados
que en suero. Los numerosos estudios experimenta-
les, que no citamos, y clinicos, confirman la participa-
cion del VEGF en la formacion de ascitis, al producir
hiperpermeabilidad vascular y extravasaciéon de pro-
tefnas plasmaticas (fibrindgeno), independiente de la
densidad de microvasos tumorales. Barton et al® rea-
lizan determinaciones de VEGF, angiogenina vy
b-FGF en ascitis de 39 pacientes con carcinomas ova-
ricos avanzados, apreciando valores elevados en
75,5% (VEGF), 60,6% (angiogenina) y 97,2% (b-
FGF), mientras que Santin et al%® obtienen en 6 ascitis
valores medios de VEGF de 5.483 pg/ml. En un estu-
dio’ se investigaron las concentraciones de VEGF en
25 ascitis no tumorales y tumorales, detectando valo-
res de VEGF 45 veces superiores en canceres ovari-
cos (12 casos) que en cirrosis. Kraft et al’® valoran los
valores de VEGF en liquidos pleurales y/o peritonea-
les de 7 individuos con cirrosis (303 pg/ml) y 49 can-
ceres, con valores medios mas elevados en canceres
ovdricos (28 casos) (5.528 pg/ml) (p < 0,001) que en
cénceres de mama (12 casos) (885 pg/ml) y cénceres
gastrointestinales (9 casos) (813 pg/ml). Por tltimo,
Salani et al*’ evaldan 20 muestras de ascitis de carci-
nomas ovaricos, encontrando en 17 (85%) valores de
VEGF superiores a 10 pmol/l, asi como altas concen-
traciones de endotelina (ET-1) (= 10 pmol/l).

RELACION DE LA ANGIOGENESIS
CON LOS FACTORES PRONOSTICOS

Son bastante contradictorias las investigaciones que
relacionan la angiogénesis con los estadios (FIGO) de
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Fig. 2. Concentraciones séricas de factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en controles sanos y varios tipos de cinceres, con enfermedad lo-

cal (-) y metastasica (+) (modificada)™.

los tumores epiteliales ovaricos malignos. Numerosos
estudios?0#3-46.505273.74 no encuentran relacién entre la
MVD vy estadios precoces o avanzados de la enferme-
dad ovdrica. Segun Terai et al*® aparece correlacién
entre el volumen de metdstasis peritoneales y MVD
en el tumor primario (p < 0,001), sugiriendo que el
tumor primario con alta proporcién de células angio-
génicas, ocasionaria mayor tamafio de los implantes
metastdsicos. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre expresion ARNm-VEGF y tamaiio
tumor primario, estadios o volumen de ascitis®®, ni
con inmunorreactividad VEGF?%; por el contrario, en

una reciente publicacién japonesa*® que incluye 64 tu-
mores ovaricos, existié relacion significativa entre in-
tensidad de inmunorreactividad VEGF y estadios I-II
y HI-IV (p = 0,002). No aparecen diferencias signifi-
cativas entre valores séricos de VEGF, estadios, com-
promiso ganglionar o tumor residual®”, lo que indi-
caria que la produccion de VEGF es continua durante
la progresion de la enfermedad ovdrica, aunque Kraft
et al” detectan diferencias de valores séricos entre
céanceres ovdricos localizados (5 casos) y metastasi-
cos (30 casos) (p < 0,001). Chopra et al’® comunican
que en estadios I existié incremento significativo de
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Fig. 3. Curvas de supervivencias globales en 64 pacientes con carcinoma
ovarico agrupadas segiin expresién inmunohistoquimica del factor de cre-
cimiento del endotelio vascular (VEGF)*.

valores séricos de b-FGF e interleucinas 8 y 10; en
estadios II, aparecieron mayores concentraciones de
TNF-B e interleuquina 7, mientras que en estadios III-
IV, se elevan el TNF-o e interleuquinas 2 y 6.

Cuando se analiza la angiogénesis en las varieda-
des histolégicas de tumores epiteliales ovdricos, exis-
ten estudios?*#446397 que no aprecian existencia de
relacién significativa entre MVD y subtipos histoldgi-
cos. Algunos autores**4!52 comunican que se asocian
mayores valores de MVD en variedades mucinosas
(p < 0,01), siendo baja en variedades de células cla-
ras, hallazgos confirmados con valoracién de la ex-
presién inmunohistoquimica VEGF**%, aunque Ya-
mamoto et al’’ comunican que la inmunorreaccién
VEGEF es superior en tumores de células claras que en
otras variedades histolégicas (p < 0,05). Consideran-
do los valores séricos de VEGF, diversas publicacio-
nes detectan ausencia de relaciones significativas con
los tipos histolégicos®”%%7, En un estudio holandés™
no existi6 relacion entre MVD, volumen epitelio, in-
dice actividad mitdtica, area nuclear, asi como con
grados histolégicos, hallazgos confirmados en otras
investigaciones®*#3467 Barton et al comunican aso-
ciacion de intensa reaccién inmunohistoquimica
VEGF y tumores G,, mientras que Garzetti et al>* ob-
servan porcentajes de expresion VEGF del 12% (17
casos G,,) y 45,3% (15 casos G,) (p <0,001), y Shen
et al*® aportan porcentajes del 34,7% (G,-G,) y el
83,3% (G;) (p = 0,0004); por el contrario, Paley et al*®
no objetivan relacién entre la inmunorreactividad de
VEGEF vy los grados histolégicos. En cuatro publica-
ciones® aparecen valores séricos de VEGF, signi-
ficativamente menores en tumores G,-G, que en G;.
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Fig. 4. Curvas de supervivencias (Kaplan-Meier) global (—) y libre-enfer-
medad (- -) en mujeres con cincer de ovario, seglin valores séricos de fac-
tor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) menores y mayores de
826 pg/ml (modificada)’.

En los tultimos afios, se dedica especial atencién a
la angiogénesis tumoral ovdrica y su importancia
como factor prondstico para tasas de supervivencias.
Encontramos estudios**#65273 que no aprecian rela-
cidn significativa entre valores de MVD y tasas de su-
pervivencias, aunque existen otros®’#>#7* que, reali-
zando variables dicotomizaciones de la media de
microvasos tumorales (< 10 > 10; <40 > 40; < 80 >
80), comunican presencia de relacién significativa
con tasas de supervivencias globales. Ademas de la
valoracion de la MVD, una investigacién austriaca’
cuantifica con andlisis de imdgenes computarizadas
areas (mm?) de alta neovascularizacién, en 28 carci-
nomas ovaricos avanzados (estadios IIIC), y entre las
14 mujeres que sobreviven 6 afios o0 mds, la media fue
de 0,038 + 0,026 y de 0,110 £ 0,034 mm? en las 14
que fallecen por enfermedad (p < 0,0001). Un estudio
preliminar espafiol” informa de que 17 pacientes
(58,6%) fallecidas por céncer ovdrico tenian un drea
endotelial media de 0,01 + 0,007 mm? y entre las su-
pervivientes, 0,003 £ 0,001 mm? (p = 0,0001).

Con excepcién de una publicacién®, observamos
que aparece una relacion significativa entre intensidad
(negativa/débil y fuerte) de inmunorreactividad VEGF
y tasas de supervivencia global y supervivencia libre
de enfermedad*>'>* (fig. 3). Aunque un estudio ale-
mén’” no detecté relacién entre expresion ARNm-
VEGEF vy tasas de supervivencias, sin embargo, otros
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TABLA V. Tumores epiteliales ovaricos malignos. Analisis de multivariables para tasas de supervivencias
que incluyen estudio de densidad de microvasos (MVD) y factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

AUTORES

VARIABLES ESTUDIADAS

VARIABLES SIGNIFICATIVAS

Van Diest et al”

Hollingsworth et al*’

Gasparini et al®®

Yamamoto et al®!

Tempfer et al”
Garzetti et al**

Chen et al®

Edad. Estadios. Grado histoldgico. Porcentaje
epitelio. Indice mitético. Area nuclear. MVD.
Ploidia ADN. Tamafio enfermedad poscirugia

Estadios. Tipos y grados histolégicos. MVD
(x 200, x 400)

Edad. Condicion fisica. Estadios. Tipos y grados
histologicos. MVD. Enfermedad residual
postoperatoria. Respuesta quimioterapia

Edad. Estadios. Tipo histoldgico.
Inmunorreactividad VEGF. Volumen tumor
residual

Estadios. Estatus ganglionar. Grado histolégico.
Valor sérico (826 pg/ml) de VEGF

Estadios. Grado histolégico. Inmunorrreactividad
VEGF. Enfermedad residual poscirugia

Estadios. Tipos y grados histologicos. Valores

Estadios. Area nuclear. Enfermedad residual
poscirugia

Estadios. MVD (x 400)

Condicién fisica. Tipo histolégico. Enfermedad
residual poscirugia

Estadios

Estadios. Estatus ganglionar. Valor sérico VEGF

Inmunorreactividad VEGF. Enfermedad residual
poscirugia
Estadios. Grado histoldgico. Valor sérico VEGF

séricos VEGF y CA-125. Tamaiio enfermedad

) residual
Alvarez et al®¥
Shen et al*® Estadios. Grado histol6gico. MVD.

Inmunorreactividad VEGF

Edad. Estadios. Grado histolégico. MVD

Estadios. MVD
Estadios. Inmunorreactividad VEGF

comunican que las mujeres cuyos tumores ovaricos
evidencian fuerte expresion ARNm-VEGF presentan
peores tasas de supervivencias®*®'. Tempfer et al” in-
forman de que existe relacidn significativa entre valo-
res séricos preterapéuticos de VEGF (dicotomizados
en < 826 y > 826 pg/ml) y tasas de supervivencia libre
de enfermedad (p = 0,003) y global (p = 0,007) (fig.
4). En un estudio realizado en Taiwan®® se comunica
que los valores séricos elevados de VEGF, en 56 pa-
cientes con cdncer ovarico, media de seguimiento 34
meses (rango, 9-78), se relacionaron de forma signifi-
cativa con disminucién de tasas de supervivencia glo-
bal (p < 0,001) y supervivencia libre de enfermedad
(p = 0,001). Fujimoto et al®® notifican mayores tasas
de supervivencias a los 24 meses, en pacientes con re-
seccion completa tumoral, y valores bajos de VEGF
(< 900 pg/mg proteina) (n = 30 casos) que con valores
de VEGF elevados (> 1.200 pg/mg proteina) (n = 18
casos) (p < 0,01). La tabla V evidencia nueve estudios
de multivariables (regresién mdltiple de Cox)® de al-
gunas de las publicaciones antes mencionadas donde se
incluye estudio de la angiogénesis (solamente MVD,
VEGF para no hacer extensa la tabla), encontrando en
seis que la valoraciéon de MVD y VEGF fueron varia-
bles significativas para tasas de supervivencias en mu-
jeres con tumores epiteliales ovaricos malignos.
Existen investigaciones que relacionan las tasas de
supervivencias de pacientes con tumores epiteliales

ovdricos malignos con otros factores angiogénicos.
Obermair et al® cuantifican el b-FGF por inmunoen-
sayo, aportando tasas de supervivencias globales de
58,5% (< 500 pg/ml) (32 casos) y 38,8% (> 500
pg/ml) (32 casos), y en el andlisis de multivariables,
s6lo el tumor residual posquirdrgico y b-FGF fueron
factores prondsticos. Arteaga et al®> analizan los va-
lores de TGF-o en 29 pacientes con canceres ovari-
cos avanzados, detectandose en un 42% de derrames
(25% pleurales) y estas mujeres tuvieron peores tasas
de supervivencias (p = 0,04). Por el contrario, una
publicacién procedente de la Universidad de Minne-
sota (Minedpolis, EE.UU.)® valora los valores séri-
cos de TGF-a (ELISA) en 25 controles, 36 cdnceres
ovdricos (estadios III-1V), incluyendo a 33 pacientes
sometidas a laparotomia de segunda mirada, sin en-
contrar diferencias significativas entre los grupos, y
después de una media de seguimiento de 22,2 meses
(rango, 1-60,5), las tasas de supervivencias en pa-
cientes que no se detecté (18 casos) y se detectd
TGF-a (18 casos) fueron de 23,1 y de 17,1 meses,
respectivamente, sin  diferencias  significativas.
Nakanishi et al* realizan cuantificacién de la expre-
sién inmunohistoquimica de TGF-B (60 tumores)
(56,7%), comunicando que las tasas de superviven-
cias para 34 estadios III fueron peores en tumores
TGF- positivos (19 casos) que negativos (15 casos)
(p < 0,05).
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rapia antiangiogénica.

IMPLICACIONES TERAPEUTICAS

Los acontecimientos que acompafian el rapido cre-
cimiento y extension de los tumores malignos todavia
no son bien conocidos. La hipédtesis de la secrecion
autocrina refiere que las células transformadas por los
oncogenes pueden escapar a los mecanismos del cre-
cimiento celular controlado, al producir de forma au-
tonoma y también responder a sus propios factores de
crecimiento®*. Desde hace muchos afios, existe la im-
presion clinica de que a la reseccién de un tumor pri-
mario, sucede una fase caracterizada por incremento
del crecimiento metastdsico, pero hasta la fecha no
existia explicacién para este fendémeno. Ahora cono-
cemos que el tumor primario intacto posee un unico y
complejo microambiente impuesto por la histologia,
densidad de la estroma, hipoxia, citocinas y otros fac-
tores, que pueden regular, directa o indirectamente, el
crecimiento de sus metdstasis®.

El ambiente inmunolégico de las primeras 24 h del
trauma quirdrgico influye en las posteriores 3 sema-
nas, durante las cuales existe una situacién privilegia-
da para el desarrollo de micrometastasis latentes®®%’,
ya que la extirpacién quirdrgica tumoral modifica la
fuente de los factores proangiogénicos y antiangiogé-
nicos. Se ha demostrado que cuando las células tumo-
rales alcanzan la herida laparotémica, incisiéon mama-

ria, o incluso con insuflacién laparoscépica, dentro de
las dos horas de poscirugia, la posibilidad de que és-
tas induzcan la creacién de depdsitos metastasicos la-
tentes, estd incrementada 1.000 veces en comparacion
con la cirugia de tejidos normales, lo que se deberia
al desencadenamiento temprano de estimulos angio-
génicos (incremento de los valores sanguineos de
VEGF) y considerable disminucién o desaparicion,
dentro de los 5 dias de la extirpacién del tumor pri-
mario, de factores antiangiogénicos (angiostatina y
endostatina)®*%.

En aproximadamente el 50% de pacientes someti-
das a cirugia de tumor primario, el procedimiento no
es curativo, al existir metastasis minimas que no fue-
ron detectadas por métodos clinicos. Por tanto, la te-
rapia antiangiogénica estd dirigida hacia pequenos fo-
cos de células en emigracion y proliferacion capilar,
de aqui que la supresion de la angiogénesis en tumo-
res ovdricos con alta MVD, fuerte expresién inmu-
nohistoquimica o molecular de VEGF o elevados va-
lores séricos de VEGF, podria representar una opcién
terapéutica adicional para producir regresién del tu-
mor mediante acciones vasculares, ademas de estabi-
lizar las micrometdstasis®*®!, a fin de conseguir enlen-
tecer o frenar el crecimiento de las células tumorales
(fig. 5), mostrandose mds vulnerables a la accion des-
tructiva de la terapia adyuvante (radiaciones, inmuno-
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TABLA VI. Factores antiangiogénicos

Angiostatina

Endostatina

Factor plaquetario-4
Tromboespondina-1
Arrestina-26

Antitrombina-53

Inhibidores tisulares metaloproteinasas
Prolactina-16

Fibronectina-29

Protamina-22

Interleucinas 1-4-10-12-18
Talidomida

Vasoestatina

Interferones o, By 7y
Restina-22

Factor inhibidor del cartilago
Anticuerpo retinoico
Suramina

Angiopoyetina

Tamoxifeno

Fumagalina

Heparinasa

Metoxiestradiol

Gen supresor pl6

Factor de crecimiento de transformacién B1
Antigeno especifico prostatico
Gen supresor p*?

Acetato medroxiprogesterona
Diclofenaco

Protamina

l6gica, o farmacos citotéxicos). No debemos olvidar
que los tumores en etapas precoces de la neovascula-
rizacién (< 1 ml) usualmente estdn bien perfundidos,
pero el rapido crecimiento incrementa su presion in-
tersticial y la terapia antiangiogénica reduce la pre-
sién, facilitando la accién de farmacos citotoxicos®.

La incipiente terapia antiangiogénica tiene ventajas
e inconvenientes. Entre las primeras, destaca su em-
pleo en diversas variedades histoldgicas de tumores,
no causa supresion de la médula 6sea ni sintomas
gastrointestinales o pérdida de cabello, aunque inhibe
la menstruacion, carece de resistencias® y estd con-
traindicada en mujeres gestantes. Mientras que entre
los inconvenientes, debemos citar las dificultades para
la produccién de moléculas antiangiogénicas en gran-
des cantidades, una farmacocinética (via-dosis) no
bien aclarada necesita administraciéon durante largo
tiempo (> un afio) y a altas dosis con consecuencias
econdmicas y, cuestién importante, todavia su efica-
cia clinica es incierta®®,

Hasta la fecha, mds de 45 sustancias antiangiogéni-
cas se han identificado en humanos, recibiendo la an-
giostatina y endostatina mayor atencién por los inves-
tigadores (tabla VI). Alrededor de 25 diferentes

inhibidores de la angiogénesis han pasado estudios en
fases I y II de tumores sélidos, incluyendo mama, co-
lon, pulmén, préstata, sarcoma de Kaposi, etc.”®. La
talidomida®’, el andlogo sintético de la fumagalina
(AGM-1470)%, inhibidores de las metaloproteinasas
(BB96, BB94)*, TNP-470'® o linomida'® han de-
mostrado poca eficacia en ensayos de fase II de pa-
cientes con cdncer ovdrico. Existen diversos estudios
en animales que emplean sustancias antiangiogénicas,
principalmente anticuerpos-VEGF e inhibidores de
las metaloproteinasas, remitiendo al lector a la con-
sulta de una reciente revision'®. En las mujeres con
cancer de ovario, es frustrante el tratamiento de la as-
citis y, en la mayoria de los casos, se limita al uso de
paracentesis y diuréticos. Un estudio en fase I que in-
cluye a 23 pacientes'® utiliza BB94 intraperitoneal,
sin destacables efectos secundarios, consiguiendo es-
tabilizar la ascitis en 12 casos, encontrdndose 5 pa-
cientes vivas después de 112 dias de la terapia. Xu et
al'% paralizan la ascitis maligna y crecimiento tumo-
ral, mediante administracién oral de PTK787, potente
inhibidor del receptor VEGF. También se estan utili-
zando anticuerpos monoclonales anti-VEGF para al-
terar los receptores de los factores angiogénicos, ma-
nipulando varias citoquinas o los oligonucleétidos del
ARNm-VEGF!5-107,

Aunque una prometedora linea de investigacion in-
cluye la inhibicién del gen VEGF, un nuevo campo
terapéutico queda abierto con la terapia génica, ac-
tualmente orientada en dos direcciones para inducir
la produccién de inhibidores antiangiogénicos endod-
genos. La primera, se dirige directamente hacia el
tumor, facilitando su actividad paracrina, con incre-
mento de las concentraciones locales de agentes an-
tiangiogénicos intratumorales, sin riesgo de toxicidad
sistémica, detectada en algunos modelos preclinicos.
La segunda, utiliza tejidos normales del paciente
(p. €j., higado) como factoria para conseguir aumen-
tar los niveles circulantes del producto antiangiogéni-
c0'%, Sin embargo, la efectividad de la terapia génica
directa tumoral puede estar limitada por la dificultad
de llegada al tumor del vector (virales, como retrovi-
rus y adenovirus con cierta toxicidad y no virales, li-
posomas, pldsmidos ADN, etc.), debido al insuficien-
te suministro sanguineo en la fase de crecimiento
prevascular.

RESUMEN

Existen diferentes metodologias para el estudio de
la angiogénesis tumoral, destacando el célculo de la
densidad de microvasos (MVD), técnicas inmunohis-
toquimicas o moleculares de expresion del factor de
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crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en células
tumorales y medicion de valores de VEGF en liquidos
tumorales, séricos y ascitis. Aparecen diferencias sig-
nificativas de MVD, inmunoexpresion VEGF y expre-
sion ARNm-VEGEF entre tumores epiteliales ovdricos
benignos y malignos. En los carcinomas ovdricos, se
encuentran elevados valores séricos y en ascitis (pg/
ml) de VEGF, asi como de otros factores angiogéni-
cos, respecto a los controles.

Los valores de MVD, expresion VEGF o concen-
traciones séricas de VEGF no se correlacionan con
los estadios (FIGO) y subtipos histolégicos de tumo-
res epiteliales ovdricos malignos, interesante circuns-
tancia clinica, al ser el estadio de la enfermedad un
clasico factor pronéstico. No existe relacion significa-
tiva entre MVD y grados histolégicos, sin embargo,
los tumores G, presentan mayores porcentajes de ex-
presion VEGF y valores séricos de VEGF, compara-
dos con tumores G,-G,.

La mayoria de las publicaciones analizadas reali-
zan variables dicotomizaciones de la MVD que difi-
cultan la comparacién de resultados, aunque los tu-
mores ovdricos con alta densidad de microvasos
aportan peores tasas de supervivencias globales. Si
aparece fuerte expresién inmunohistolégica VEGF tu-
moral o aumento de niveles séricos de VEGF, se
muestran como variables significativas en la mayoria
de los analisis de multivariables, tanto para tasas de
supervivencias globales como para supervivencias li-
bres de enfermedad en mujeres portadoras de tumores
epiteliales ovdricos malignos.

La incipiente terapia antiangiogénica se dirige, en
tumores ovdricos con alta actividad angiogénica, ha-
cia pequeios focos de células en emigracién y proli-
feracion capilar para que éstas sean mds vulnerables a
la accidn de las terapéuticas adyuvantes, pero hasta la
fecha, es incierta su eficacia clinica.
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