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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

aa: aminoacidos

ADN: &cido desoxiribonucleico

aFGF: factor de crecimiento fibrobléstico acido
AFP: alfa fetoproteina

AhR: aryl hidrocarbon receptor

AIGF:

andrégenos

factor de crecimiento inducido por
AR: receptor androgénico

ARE: elementos de respuesta androgénica
ARNmM: acido ribonucleico mensajero

ARNT: aryl hydrocarbon nuclear translocator
ARR: elementos de respuesta androgénica débiles
bFGF: factor de crecimiento fibroblastico basico
bHLHPAS: proteinas “basic helix-loop-helix PAS”

BPSA: antigeno prostatico especifico “benigno”

CSF: factor de crecimiento de colonias
hematopoyéticas

d: dalton

DHT: 5-a-dihidrotestosterona

dl: decilitro

EGF: factor de crecimiento epidérmico

ELISA: enzyme linked immunoabsorbent assay
eNOS: sintasa endotelial del 6xido nitrico

ERK: extracellular signalregulated kinases
FAK: cinasa de adhesion focal

FGF: factor de crecimiento fibroblastico
FGF-BP: proteina ligadora del factor de crecimiento
fibroblastico

FGFR: receptor de FGF

FlIk-1: fetal liver kinase 1

Flt-1: fms-like tyrosine kinase 1

HBP: hiperplasia benigna de prostata

HCG: gonadotropina coriénica humana

HIF1: factor 1 inducible por hipoxia

hK: calicreina humana

HRE: elemento de respuesta a la hipoxia

HUVEC: células endoteliales de cord6n umbilical
humano

ICAM-1: molécula de adhesién intercelular-1
IGF: factor de crecimiento insulin-like

IL-1: interleuquina 1

IM: intramuscular

JNK: c-Jun N-terminal protein kinase

kb: kilobases

Kg4: constante de disociacion

kDa: kilo daltons

KDR: kinase-insert domain containing receptor
KGF: factor de crecimiento de queratinocitos
KLK: gen de la calicreina

LNCaP: lineas celulares de cancer de préstata
MAM: meprimina

mg: miligramo

ml: mililitro

mm: milimetro

MMP: metaloproteinasas

NFAT: factor nuclear de células T activadas

ng: nanogramo

nm: nanémetro

NO: éxido nitrico

NP: neuropilinas

O,: oxigeno

p: valor de significacion estadistica

PAP: fosfatasa acida prostatica

PD-ECGF: factor de crecimiento de células
endoteliales derivado de las plaquetas

PDGF: factor de crecimiento derivado de las
plaguetas

PF4: factor plaquetario 4

pg: picogramo

PGE,: prostaglandina £

PI3K/Akt: via antiapoptética inositol 3 cinasa Akt

PIGF: factor de crecimiento placentario



PIN: neoplasia intraepitelial prostatica

PKC: proteina cinasa C

PLCy: fosfolipasa C gamma

pO,: presién parcial de oxigeno

PSA: antigeno prostatico especifico

PSA-ACT: complejo antigeno prostatico especifico-
alantiquimiotrpsina

PSAc isoforma compleja del antigeno prostéatico
especifico

PSAd: densidad del antigeno prostatico especifico
PSADT: antigeno prostatico especifico “doubling
time”

PSAL: antigeno prostatico especifico libre

PSAT: densidad del antigeno prostéatico especifico

de la zona transicional

PSAv: velocidad del antigeno prostatico especifico
pVHL: proteinavon Hippel-Lindau

ROC: receiver operating characteristic

rpm: revoluciones por minuto

Stat: signal transducers and activators of
transcription

TAC: tomografia axial computerizada

TGF-a: factor de crecimiento transformante

TNF-a: factor de necrosis tumoral

TSH: hormona tiroestimulante

VCAM-1: molécula de adhesion celular vascular-1
VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
VEGFRL1: receptor 1 de VEGF

VPF: factor de permeabilidad vascular

XIAP: x-chromosome linked inhibitor of apoptosis
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La busqueda de marcadores que faciliten el diagoogirecoz de una
determinada enfermedad o monitoricen la respuesdpéutica es un objetivo hasta
el momento insuficientemente alcanzado.

El cancer es un fendmeno bioldgico que se caraatgror presentar a lo
largo de su evolucién continuos cambios en su @actiheterogénea poblacion
celular, de tal manera que ciertos clones celulsogssustituidos por otros que,
adaptandose a las influencias externas, confiederturmor sus peculiares
caracteristicas.

Este hecho, unido a la dificultad para conocer exactitud el estadio del
tumor en un momento determinado y a la existeneiardperiodo de latencia, es
decir, el tiempo que transcurre desde que un tuseorinicia hasta que se
manifiesta, hizo que numerosos investigadores aemir sus esfuerzos en la
busqueda de sustancias que fueran utiles en etlafiigo y control evolutivo de
los mismos.

Surge de esta manera la idea de los marcadoresai@sioque cristalizara a
principios de los afios sesenta como consecuenciaalserie de lineas de trabajo
independientes entre &

En la patologia tumoral es una necesidad largarmenttielada, que sélo en
tumores testiculares de células germinales y eronmardida en cancer de pristata
reunen determinados condicionantes con clara adilidlinica. De ahi que
constantemente se investiguen y valoren nuevasmgsi que en la mayoria de las
ocasiones sélo comportan confusion e incrementmsies sanitarios.

El cancer de préstata es la segunda causa masritecde muerte como
consecuencia de enfermedad neoplésica en varorszees y americands®.

Actualmente no existe ningin marcador tumoral iedeiente que pueda
predecir el comportamiento individual del cancer piéstata o que pueda
determinar la respuesta que el huésped va a ejeocdra la neoplasia. No es
posible distinguir aquellos canceres que tendrgoitancia clinica y, en concreto,
antes de que se produzca invasion local o metdstastanci&).

Es por tanto, importante conocer la historia natura solo del cancer de

préstata sino también de los procesos benignosgseecial de la hiperplasia
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benigna de préstata (HBP) y de los procesos bioddgy moleculares asociados
con la patogénesis de estas enfermed@des

La utilizacion de marcadores tumorales en el cadegrGstata se inicié con
la medicién de los niveles de fosfatasa acida emelo y la introduccién posterior
de un radioinmunoensayo especifico para deternfenfosfatasa acida prostatica
(PAP).®),

La busqueda de un marcador tumoral méas sensildpec#ico para el cancer
de prostata llevé al descubrimiento del antigenstatico especifico (PSAY.

Aunque el PSA es el mejor marcador que existe boarde para el cancer
de prostata, no es perfecto. No es lo suficientéenespecifico para el cancer de
prostata y en muchas ocasiones el problema egwuidfier la HBP del carcinoma de
préstata, ya que en ambos se pueden elevar loesige PSA sérico, existiendo
cifras de solapamiento comunes a ambas patologéassaficaS?. Esto significa
gue el PSA nos marcara pacientes sin cancer (falssisivos) y conducira a la
realizacion innecesaria de biopsids*?

La deficiente especificidad del PSA para distinguitre varones con HBP y
cancer de prostata cuando el tacto rectal es noyngl concentracion sérica
inferior a 10,0 ng/ml es bien conocittd. Ademas, cada vez parece més evidente
que existe un numero significativo de varones camcer de prostata que tienen
concentraciones de PSA inferiores a 4,0 ng/mldfategativos}®.

Debido a esto, las ciencias basicas y la investigadinica siguen buscando
nuevas formas de incrementar la utilidad clinicalaleprueba del PSA, bien
reemplazando o complementando a éste.

Algunas de las lineas de investigacion estan atadran la dependencia de
los tumores para su crecimiento y progresién dendaformacion vascular o
angiogénesis y concretamente en los factores gnala de ésta.

El factor de crecimiento del endotelio vascular G y el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), en los gath basado este estudio, estan
reconocidos como dos de los mas importantes factale crecimiento

angiogénico$®.
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1.1. MARCADORES TUMORALES

La meta de un programa de screening de cancertestatetumores en un
estadio lo suficientemente precoz para permititaingr un tratamiento eficaz.
Ademas, los instrumentos de screening deben seifiientemente econémicos y
no invasivos para permitir la extensa aplicaciéfodanismos.

Un marcador tumoral es una sustancia biologicaymidd y secretada por un
tumor, no secretada por tejido no tumoral, detéetab liquidos corporales (sangre
y orina), de estructura generalmente proteica,ddotano de actividad biologica y
gue es Uutil para el diagnéstico, deteccion precegtadiaje, prondéstico y
seguimiento tras el tratamiento de un determinigdode tumof® ° 1°)

Sin embargo, los marcadores tumorales pueden\ssregs mas complicados
y/o indirectos, abarcar, por ejemplo, medidas dpuesta inmune al desarrollo
tumoral, cambios hormonales inducidos por el tumgerfiles de espectrometria
de masas de proteinas séri¢as

El cancer es una enfermedad con una diversidaddieal importante y es
improbable que un Unico marcador detecte todosémEeres de un 6rgano en
particular con una alta especificidad y sensibdida

Hay que destacar que mantener una alta espedtfi¢iigas tasas de falsos
positivos) es una prioridad en los screenings ddap@n. Incluso bajas tasas de
falsos positivos se traducen en un importante ndntgr pacientes sujetos a
costosos procesos diagnosticos innecesarios s @stiE|6gico.

De este modo, los marcadores tumorales precisaaltaenente especificos
para el cancer y el uso de varios marcadores tuesorsera probablemente
necesario para un programa de screening completeem sensible y especifico a
la vez™?.

Asi pues, el marcador tumoral “ideal” deberia denie una serie de
caracteristicas:

- ser sensible para identificar la presencia de uminnai de células tumorales,
- ser especifico de un determinado tipo de tumor,
- debe estar presente en los tumores,

- ser secretadm vitro por las células tumorales,
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ser facilmente cuantificable y no presentar flucioes en su
concentracion,

ser detectable en liquidos corporales y extradidares,

si esta presente en condiciones de normalidadorsteatracion asociada a
la malignidad sera mayor,

debe tener una vida media bioldgica corta,

no debe ser influido por enfermedades benignas,

seguir un curso paralelo a la evolucion clinicdadeeoplasia,

asociarse a estados premalignos y alteracione<ena® relacionadas con
tumores, actuando como indicador de riesgo,

bajo coste econémicd 17,

Sin embargo, es importante tener en cuenta algooasideraciones generales

sobre los marcadores tumorales utilizados en lsahdad

(18).

Ningun marcador sérico utilizado actualmente es@fipo de malignidad.
Raramente los niveles séricos de los marcadorés estvados en fases
precoces de la enfermedad. Los niveles altos suedéarse cuando los
pacientes tienen la enfermedad diseminada.

No hay ningn marcador tumoral absolutamente orgapecifico.

Aparte de posiblemente la gonadotropina coriénigmdna (HCG) en el
coriocarcinoma, ningun marcador se eleva en el 188%s pacientes con
un cancer determinado.

Los margenes de referencia para los marcadoresraieaono estan bien
definidos y son usados so6lo como guia. Un nive¢riaf al rango de
referencia no excluye malignidad mientras que catnaeiones por encima
del rango no significan necesariamente la presedeiacancer. Las
fluctuaciones de los niveles en el tiempo son frl@maente mas utiles
clinicamente que el valor absoluto en un momentio da

Como en muchos marcadores tumorales no hay acudel®eferencias
Internacionales de Preparaciones, diferentes ldtsamflisis pueden dar
diferentes resultados sobre el mismo suero. Estmcsdn es aplicable

particularmente para el PSA.
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- Los laboratorios que realizan determinaciones decadares tumorales

deberian indicar el método utilizado en sus infarme

1.1.1. MARCADORES TUMORALES EN LAS ENFERMEDADES
PROSTATICAS

Los marcadores tumorales han contribuido a megraonocimiento acerca
de la historia natural de las neoplasias y evalaarmayor precision la eficacia de
los distintos tratamientos.

El primer marcador para el cancer de préstataddedfatasa acida, descrita
por Gutman y Gutman en el afio 1.9%38

En 1.941, Huggins y Hodges demostraron el papetidmental de este
enzima como marcador de la respuesta del trataontfermonal. Posteriormente
Foti, Herschman 'y Cooper, introdujeron un radioinognsayo
inmunolégicamente especifico para la determinaciten la fosfatasa acida
prostatica (PAPY.

La PAP ha servido como marcador bioldgico en eteade préstata durante
casi medio siglo. No obstante, la ubicuidad y lugfeneidad de este enzima
complican su utilidad como marcador para el cadeepréstata. El porcentaje de
falsos negativos varia entre el 15 a 40% en paseabn céancer diseminado,
dependiendo del método usado. También existen ena sle factores que
condicionan una tasa muy alta de falsos positieosg ellos la gran dificultad para
medir la PAP sérica evitando la interferencia deismenzimas 2 y 4 presentes en
otros tejidos de modo anormal en ciertas circurciaH®.

El descubrimiento del antigeno prostéatico especifiRSA) ha generado una
gran actividad destinada a definir el uso de estecador en las enfermedades
prostaticas.

Fue descrito inicialmente por Hara et ®alen 1.971, denominandolo
"gammaseminoproteina”.

En 1.979 Wang et &%, lo aislaron en tejido prostatico y demostraroa ge

trataba de un antigeno 6rgano especifico al nongrazto en ningun otro tejido
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humano. Confirmaron su presencia tanto en préstataal como en hiperplasica y
neoplasica, y lo denominaron antigeno prostatipea§co.

Posteriormente, se ha comprobado que no es poostgpecifico ya que se
ha detectado en glandulas periuretrales en homgbegasmujeres, glandulas anales,
glandulas sudoriparas apocrinas, tumores de marparigs, neoplasias de
glandulas salivales y recientemente en leche hunaamgue en el tejido prostético
su produccion es extremadamente m&for

En 1.980 Papsidero et @, demostraron la presencia del PSA en el suero de
hombres con cancer de proéstata.

En 1.981 Wang et &%, lo describen como marcador tumoral del cancer de
prostata, al confirmar que su titulacion aumergaicativamente en el cancer de
prostata.

En la actualidad el PSA es el marcador mas ampiitenetilizado en el
diagnoéstico y seguimiento del cancer de prostagatr&a de una glucoproteina
sintetizada en el epitelio ductal y acinis prost@i Se encuentra en tejido
prostético normal, hiperplasico, tumoral y metastAss secretado a la luz de los
ductos prostaticos para transformarse en compodehig@asma seminal y alcanza
el suero después de difundir a través del estromargbrana basal.

La funcion del PSA es la licuefaccion del coagudmmal, provocando una
mayor movilidad de los espermatozoifés

El PSA se ha constituido en piedra angular dergtaidgndstico diferencial
de la patologia prostatica, por tanto hay que datailiarizado con el empleo e
interpretacion de este examen complementario.

Sin embargo, muchos pacientes con HBP tienen iialenentados de PSA
sérico, y entre ellos habra algunos que tengameaoplasia intraepitelial prostéatica
(PIN) o carcinoma oculto de prost&a

Cuando el valor del PSA es menor de 4,0 ng/ml &valencia del cancer
prostatico es de solo 1.4%, y de 53.3% cuando Al &3$a por encima de 10,0
ng/ml. La falta de especificidad de este marcadanés evidente en los pacientes
con valores de PSA situados en el rango entre 40,/ ng/ml. Para superar este
problema se han ido introduciendo nuevos conceglasionados con el PSA
como: densidad del PSA (PSAd) o indice de PSA,ciddal del cambio de PSA
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(PSAv), grado de glicosilacion del PSA, PSA libRSAL), relacion PSA libre /
PSA total.

Por tanto, a pesar de ser el mejor marcador diBfactualmente para el
cancer de préstata, no es perfecto ya que no e&rgador tumor-especifico.

Actualmente no existe ningin marcador que sea ele&bddos los contextos;
el rendimiento de los diferentes marcadores depéedaspectos especificos de
cada tipo de tumor, como la prevalencia, la hetreglad tumoral y la respuesta
al tratamient8°).

Los avances técnicos en biologia molecular estamipendo establecer
nuevas estrategias para la obtencién de marcatloresales,lo que constituye un
campo de investigacion que esta evolucionando rapidamenté®. Por esto los
centros de investigacion buscan nuevos marcadones opemplacen o
complementen al PSA, con la intencidon de discrimowa exactitud los procesos
benignos y malignos de la préstata.

Una de estas sustancias son los factores de cestomiSon proteinas
originadas por la activacibn de protooncogenes, curibuyen y regulan el
normal crecimiento y diferenciacion celular asi coso muerte (apoptosis). Estas
proteinas también contribuyen a la transformaciéoptasica celular, ya sea de
forma directa o por la accion de sus receptores.sdio especificos de ningun
organo ni elemento celular, por lo que un mismdofade crecimiento puede ser
detectado en tejidos diversos con accién estimellaribhibidora segun el ca&

27).

El comdn denominador de todas las investigaciontskes es la necesidad
de mejorar los tests diagndésticos. Probablementdilldad diagndstica aumenta
con la adicion de otros “marcadores”. En la pati@lqgostéatica en particular, hay
una gran necesidad de mejorarlos para la detepcemnz de canceres de prostata
organo-confinados, que es cuando puede aplicarsatamiento efectivo.

La necesidad de utilizar mdultiples marcadores jeefléa naturaleza
multidimensional de la enfermedad prostatica quarcb desde el cancer
metastatico hasta el cancer asintomatico, la hig&gbenigna de prostata y los

procesos inflamatorios de la misfi&
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No es extrafio que, dada la heterogeneidad del cdecprostata, un unico

marcador no pueda satisfacer completamente lasidades clinicas diagnosticas.
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1.2. ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO (PSA)

1.2.1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y REGULACION DE SU
EXPRESION

La molécula del PSA es una glucoproteina de cadaita compuesta por
237 aminoacidos (aa). Su peso molecular es de @&ldlBons (d), incluyendo la
parte de carbohidrato unidad al aspartato en l&ipasA5.

El gen que codifica el PSA se localiza en el bilargo del cromosoma 19 y
tiene un tamano aproximado de 6 kilobases (kbynestformado por 4 intrones y
5 exone$” 2 Este gen se ha denominado KLK3.

El PSA es miembro de la familia de la calicreinanbaoa tisular, localizada
en el cromosoma 19q13% % La familia de la calicreina humana, codifica PSA
(calicreina hK3), hK2, hK4 y hK15 (prostin), asinom otras proteasas de la
serin&®?.

Inicialmente las calicreinas humanas fueron dedmidomo proteasas de la
serina que digerian ciertas proteinas de alto pedecular para liberar péptidos
bioactivos llamados cininas. Actualmente estanditiéis en dos familias, las
calicreinasplasmaticasy lastisulares®® 39

La calicreina plasmaticschumana del cromosoma 4 (también denominada
factor Fletcher o KLKB1) es producida exclusivangeeh el higado y no esta
relacionada con las calicreinas tisulares.

Entre lascalicreinas tisularesl Unico enzima con actividad es la calicreina
humana tipo 1 (hK1; calicreina pancreatica/reffdl)*? Esta calicreina es una
proteina de 238 aa producida en las glandulasagedivpancreas y rifion y, aunque
no es producida en la prostata, comparte una hgisottel 62% con el PSA.

Hasta hace poco, estaban identificas sélo tresrealas humanas tisulares:
hK1, hK2 (calicreina glandular) y hK3 (PSA). Sinleargo, técnicas de clonacion
del acido desoxiribonucleico (ADN) y de secuendiadilel genoma humano han
revelado un total de 15 genes de calicreinas tesilacalizados en el cromosoma
19913.3-g13.4, los cuales estan todos codificadwscpco exones de tamafio

similar y poseen entre un 40% y un 80% de secudwci@logd®? 3%
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El gen que codifica hK1 (KLK1) esta proximo al gémiero y se sigue de
KLK15, KLK3 (codifica PSA) y KLK2®? (Figura 1).

Los genes de las calicreinas se expresan en mtgjitiss y muchos estan
regulados por hormonas esteroideas.

Ademas del PSA, hK2 y hK4 parecen expresarse pamante en la
préstata y estan reguladas por androgenos. Lakatrelacion entre KLK2, KLK3
y KLK4, junto con su expresion primaria en préstataican que los elementos
reguladores préstata-especificos comunes (ademis @ééementos regulados por
androgenos) pueden controlar su expresion.

Hay estudios que indican que hK2 y posiblemente, hii#hque hK4 se
expresa con niveles mucho mas bajos, pueden des @thmo marcadores del

cancer de prostat¥.

Gen: KLK1 KLK15 KLK3 KLK2 KLK4 KLK5 KLK8—-KLK14
Proteina: hK1 hK15 PSA hK2 hK4

Figura 1: Mapa del locus de las calicreinas humanas tisil&® indica el nombre

del gen y de las correspondientes proteinas.

La transcripcion del PSA esta regulada positivamembr un receptor
androgénico (AR) y el PSA ha sido estudiado commaodelo de gen regulado por
andrégeno&?.

El AR es un receptor de hormona esteroidea que & aomo un
homodimero a secuencias especificas de ADN, llasnatitamentos de respuesta
androgénica (ARE), y hay una zona denominada censém estos ARE localizada
en las posiciones 156 a 170 desde el sitio deoimieila transcripcion del gen del
PSA®G?),
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El AR también puede unirse débilmente a sitiosrdifees a los de unién
fuerte del consenso y han sido identificados emsitoss 365 a 400 del gen y se han
denominado elementos de respuesta androgénicasiébiRR).

Hay estudios que han caracterizado la region resbe del alto nivel de
expresion de PSA andrégeno-estimulada en un frans unos 450 pares de
bases, localizados aproximadamente 4,2 kb hacdisaadel sitio de inicio de la
transcripcion, denominado PSA distal realzado (fAd). Esta region contiene una
Unica zona de consenso fuerte ARE denominada AREpéro estudios han
demostrado la existencia de multiples zonas acatésndébiles de no consenso. La
unién cooperativa de multiples AR a esta regiéregartener importancia en su

fuerte actividad andrégeno-dependigfte

PSA proximal promaoter

(-400 to -365) [-170to -156)
distal enhancer ARR ARE TATA  PSAcoding
. i g FEERE| 7
i R // S EEEa G G
SEERSS S EEEEEE e i ]
|}
( A \
i CGATC ggg AGTCTC AGAACA gca AGTGCT
| GCTAG cocc TCAGAG TCTTGT t_:gt TCACGA
PSA, distal enhancer
waak ARE waak ARE
A ~ ARE
] W 1 I 118, 1=
aw6 4 | e e . a0

(_Aﬁ

GEAACA tat TGTATT
CCTTGT ata ACATAA

ARE consensus: GCATACA nnn TGTTCT

Figura 2: Regiones principales de la regulacién de la eijmedel gen del PSA.
Tomado de Balk SP, Ko Y-J, Bubley GJ. Biology obgiate-specific antigen. J
Clin Oncol 2003; 21(2): 383-391.
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El PSA se expresa consistentemente en el cangaodi&ata aunque su nivel
de expresion por célula basica es menor que gpitelie de la préstata norm&p.
Esta expresion refleja la actividad transcripciatalos receptores androgénicos en
la mayoria de canceres de préstata, aunque seldatificado factores adicionales
en la regulacién del promotor del PSA.

Es importante conocer que, aunque la disminuciétosieniveles de PSA
como respuesta a la deprivacion androgénica esllgla causada en parte por
muerte de células tumorales, es también el resultid la disminucion de la
produccion de PSA estimulado por receptores androge (AR) por las células
tumorales supervivientes. Como resultado, las i@sage deprivacion androgénica
pueden en algunos casos tener mayores efectogpendiaccion de PSA que en la
supervivencia tumoral. En particular, el bloqueodragénico completo por
combinacion de castracion y tratamiento con antatgs de receptores
androgénicos versus castracion sola resulta emdsaapida disminucion de PSA
y niveles nadir mas bajos, pero esto no se traednee aumento significativo de la
supervivencid®®.

Por lo tanto, aunque la proporcion y magnitud dedéalinacion del PSA es
predictivo de la respuesta clinica en pacientesrqoben el mismo tratamiento,

deben usarse cautelosamente cuando se compargingetiferente§”.
1.2.2. SINTESIS

El PSA es sintetizado con una secuencia en swideil7 aa (preproPSA)
gue es cortada cotranslacionalmente para genesaprateina precursora inactiva
de 244 aa (proPSA).

El corte de 7 aa en el extremo N-terminal de laéeulh de proPSA genera el
enzima activo (PSA), la cual tiene cinco puentesilfliro, una cadena Unica de
oligosacaridos unidos a asparagina y una masa,dé&Ra®® 3

Este clivaje del proPSA habitualmente se produdeeda arginina en la
posicion 7 y la isoleucina en la posicion 8, queldala isoleucina en la posiciéon N-

terminal de la proteina madura activa. Este siiede ser facilmente digerido por
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tripsina, peran vivo es hK2 el principal enzima activador, el cual ¢éiema accion
tripsina-like y se expresa predominantemente pepiglio secretor prostatico.
El PSA puede ser activado por otras calicreindsidecla prostasa (hK4).

Aproximadamente el 30% del PSA del plasma semisa@rzima intacto y
activo proteoliticamente y un 5% forma complejos lzoproteina C inhibidora.

Otras formas adicionales son inactivas por los a@y internos
(presumiblemente por proteasas en el fluido semerare los residuos 85 a 86,
145 a 146 o 183. Estas isoformas de PSA se hamueado PSA “benigno” o
BPSA , se han identificado en la zona de transipi@statica y se han encontrado
aumentadas en la HBPY. Es importante sefialar que su concentracion esta
disminuida en tejido de cancer de prostata, preapabhte por la disminucién a la
exposicién a proteasas en el fluido semftal

Un forma adicional encontrada en tejido de caneeprbstata es un forma
truncada de proPSA clivada entre isoleucina 5 ynaeb6. El resultado es
denominado [-2]proPSA, tiene 2 aa extras respecto al PSA activesy
cataliticamente inactivo (por lo tanto circula com8A libre). Se ha visto por
estudios inmunohistoquimicos usando anticuerposonionales qud-2]proPSA
esta4 aumentado en las secreciones de glanduldétimas maligna&®.

Se han identificado mas isoformas de proPSA trusadn una, cuatro o
cinco aa extras en el extremo N-terminal y tamisérhan hallado elevados en
tejido de cancer de prostata. Las bases molecuttgeta elevacion de estas
isoformas no estan aclaradas pero probablementgjerefla disminucién de
clivajes de proPSA por hK2 en el tejido prostat@anceroso. Estas isoformas
pueden encontrarse en sangre periférica y se estéstigando como marcadores
del cancer de prostaf?.

El PSA se sintetiza en el epitelio ductal y en &m#is prostaticos, y se
localiza en el interior de la célula en granulosegiculas citoplasmicas, en el
reticulo endoplasmico rugoso, en vacuolas y gr&db secrecion, y en cuerpos
densos lisosomale$?. Se encuentra en tejido prostatico normal, higesipb,
tumoral primario y tumoral metastético de la prizsta

Se segrega hacia la luz de los conductos prostatiealiante exocitosis y se

convierte en un componente del plasma seminalnzdcelo el suero tras su
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difusion desde las células luminales a través dadmbrana basal epitelial y del
estroma prostatico, pudiendo atravesar la membbasal capilar y las células
epiteliales e introducirse en los linfaticos.

El PSA se introduce en el fluido seminal cuande @staviesa la glandula
prostatica. En el liguido seminal existen proteinfmsmadoras de gel,
principalmente semenogelinas | y Il y fibronectimge son producidas por las
vesiculas seminales. Estas proteinas son los jpaiesi constituyentes del coagulo
seminal que se forma en la eyaculacién y que attdpando los espermatozoides.
El PSA actua produciendo la licuefaccion del coag@minal mediante proteolisis
de las proteinas formadoras de gel en fragmentas pe§uefios y solubles,
liberando de esta forma los espermatozoitiéd

A pesar de las suposiciones iniciales en el serd@l@ue el PSA era un
antigeno con especificidad tisular y especificiddd sexo, los métodos
inmunohistoquimicos y de inmunoensayo han permitidtectar la presencia de
PSA en diversos tejidos y estructuras de la mujelryombre como las glandulas
periuretrales, las glandulas anales, las glandgladoriparas apocrinas, los
carcinomas apocrinos de mama, los tumores de disdalivales y en la leche
procedente de la mama femenina. Teniendo en cleemeistencia de elementos
sensibles a los andrégenos en las regiones proasadet gen codificador del PSA
y en los tejidos glandulares en los que se ha deaduosla presencia del PSA, la
existencia de PSA en tejidos distintos de la ptagpaede reflejar respuestas de
6rganos terminales a los esteroides circuldfites

Como se ha descrito anteriormente el PSA es sdoretael fluido seminal y
s6lo una pequefia parte en la sangre. Sin embargndao se pierde la arquitectura
normal del tejido por el cAncer aumenta su enteadaangre y puede incluso ser
activamente secretado a la circulaciff. De todas formas, a nivel tisular la
expresion de PSA es menor que en tejido normaleleaada concentracion en
suero en el cancer es debida al incremento ercesaa la circulacion del mismo.
Para llegar a la circulacion desde las célulast@tioas normales el PSA ha tenido
que filtrarse a través del espacio extraceluladda@sta sujeto a su degradacféh

-----

un complejo de 80 a 90 kDa con el inhibidor deratgasanl-antiquimiotripsina
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(PSA-ACT). Cantidades menores forman complejos aoos inhibidores de las
proteasas coma@2-macroglobulina y1-antitripsina.

Los anticuerpos, en la mayoria de técnicas reconetePSA libre y la
mayoria de complejos de PSA, pero no reconocen oehplejo con a2-
macroglobulina cuando éste esta rodeando complatarada proteina.

El PSA gue en sangre periférica es inactivo loagye los clivajes internos
en los residuos 85 a 86, 145 a 146 o 182 a 183onmah complejos con
inhibidores de las proteasas u otras proteinasculah como PSA libre (PSAL),
comprendiendo el 10 al 30% del PSA total. Como aesdfialado anteriormente
estos clivajes internos ocurren en el plasma sémjimgtan presentes en niveles
bajos en tejido de cancer de préstata, probablempat la disrupcion de la
secrecion normal del PSA en los ductos. Consecuwemte, la relacion de PSAL /
PSA total es mas bajo en muchos pacientes conrcdeqadstata y parece ayudar
en la discriminacion entre condiciones normaleéncer de préstata.

La proteina precursora proPSA vy las formas trurcdegproPSA pueden ser
identificadas en suero. Un estudio relaciona uruedg nimero de pacientes con
biopsia positiva para cancer de prostata y un R8& entre 6,0 y 24,0 ng/mL,
encontrando que2]proPSA comprende una alta fraccion del PSAL (25%b6&b),
el cual fue mayor que en pacientes con biopsiativegaiacen falta mas estudios
para aclarar si esta forma truncada de proPSA paenentar la especificad del
test del PSA?® 40

La vida media del PSA total es de aproximadamentdiad®, lo que
corresponde a la vida media del complejo PSA-ACA vida media del PSAL es
de aproximadamente 18 a 22 hdfs
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1.2.3. PSA: HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA Y CANCER DE
PROSTATA

Hay una variedad de factores preanaliticos y d#ique deberian ser
considerados a la hora de interpretar un valorSfe P

Cada laboratorio deberia mencionar el método atibzen su informe
(existen mas de ochenta métodos disponibles entlal@lad en Europa) y unos
valores de referencia especificos para el métoitipagio “> “®. En la tabla 1 se
muestran algunos kits comerciales para la detemdinade PSA total con su
correspondiente sensibilidad, especificidad, vaboedictivo positivo y valor

predictivo negativo.

PSA assay Sensitivity (%)  Specificity (%) PPV % NPV %
Abbott TMx 87 59 40 93
Bayer ACS:180 90 63 42 96
Bayer IMMUNO-1 83 61 40 92
Biodata MATAclone 88 59 42 93
BYK-Sangtec LIAmat 91 41 42 95
CIS ELSA-2 90 62 43 95
DPC Immulite 91 62 45 95
DPC IRMAcount 88 61 44 94
DPC Milenia ELISA 90 57 41 94
Hybritech TANDEM-E 91 58 42 95
Hybritech TANDEM-R 88 61 44 94
Roche COBAScore 90 61 42 95
Roche Enzymun 83 70 48 93
Wallac DELFIA EQM 81 59 42 93
Wallac DELFIA Prostatus 90 57 39 95

Tabla 1: Algunos kits comerciales disponibles para la deiteacion de PSA total.

Otros factores que pueden influir en el resultagdemas del volumen
prostatico son: biopsia y reseccion transuretralpdestata, retencion urinaria
aguda, prostatitis aguda, infarto prostatico y ajgon“”.

El tacto rectal no influye de forma suficiente sola concentracion de PSA
como para alterar las decisiones terapéuticas. #eusg produce un incremento
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leve en el nivel de PSA tras el tacto rectal, esimento no es clinicamente
significativo. Sin embargo, un masaje prostatiagordso puede influir de forma
significativa sobre la concentracién sérica de PP#é:; tanto, es una medida
prudente cuantificar el nivel sérico de PSA antek rdasaje prostatico, o bien
esperar al menos tres dias hasta que el PSA vaslva niveles basalés 9.

Algunos farmacos como el finasteride pueden dismiauwconcentracion del
PSA®),

Cuando el PSA se sintetiza su concentracion exiapgdamente un millén
de veces superior en los fluidos prostaticos qusuemo.El PSA intraductal esta
separado del drenaje capilar y linfatico de la fatéspor una barrera natural
constituida por una membrana basal y una capa lidaséasales epiteliales.
Cuando alguna enfermedad interfiere con esta lsaoe@lulas malignas invaden
los espacios intersticiales, el flujo de PSA aitautacion eleva los niveles de éste
en la misma.

Por otra parte, el PSA es sintetizado tanto poul&gl benignas como
malignas. Hay un incremento gradual del PSA durdaterogresion desde el
estado benigno al maligno. Consecuentemente hagupgposicion considerable
en las concentraciones séricas de PSA, por lo gsiemediciones de niveles
absolutos de PSA no tienen, en ocasiones, la enfeciexactitud para distinguir
entre pacientes con HBP y cancer de proStafd)

Ademas, un numero significativo de pacientes carceade prostata tienen
valores de PSA normales (0,0 — 4,0 ng/ml). Poraltta, queda poco claro qué
concentraciones de PSA medidas en pacientes ctomsis de prostatismo y
diagndstico de presuncion de HBP pueden enmasaguatlos casos con cancer de
prostata no conocidos previamente al tratamientdadelBP. Esta cuestion es
todavia alun mas importante en pacientes con caegurostata clinicamente
organo-confinado que podrian beneficiarse de utecdeén y tratamiento precoces
del cancer.

Wolff y cols. “® revisaron los niveles séricos de PSA en pacieurHBP
y cancer de préstata Organo-confinado y observaguna aunque hay una
concentracion estadisticamente significativa mayotos pacientes con cancer de

prostata 6rgano-confinado que en los pacientesHigid existe un considerable



Introduccién 19

solapamiento de los valores sobre todo en los p@sedel grupo con PSA entre
4,1y 10,0 ng/ml.

Cuando el PSA tiene un valor entre 4,1 y 10,0 nglenpueden superponer
los pacientes con HBP y con céancer prostata, siendy dificil establecer el
diagnostico diferencial. Se estima que del 20 &b 3 estos pacientes pueden
tener un cancer de prostata, por lo que la maydeiaveces se opta por la
realizacion de una biopsia prostatica para establdaliagndstico.

Sin embargo, con esta metodologia son muchos kisntas sin cancer de
préstata a los que se les realizan biopsias platatlo que supone un estrés
psicoldgico para el paciente, un riesgo de comglicees por ser invasiva, una
sobrecarga asistencial para los servicios de upgin coste econémico para la
sanidad. El hallazgo de valores “anormales” puedesa&r una ansiedad
significativa en pacientes sanos sin la enfermelutz L. propuso el término
de PSAdinia para esta circunstaritia

En estos pacientes, pues, con PSA entre 4,1 yntd0l hay que esforzarse
en diferenciar mediante otros métodos diagndstiagaellos con una alta
probabilidad de tener un cancer de prostata ytao, tributarios de la biopsia
prostatica, de aquellos otros con una baja pradaldilde cancer de prostata, en los
gue se evitaria ésta, realizando en ellos sélamsénto de los niveles de PSA.

En la tabla 2 se muestra la probabilidad de padenecancer de préstata en

relacién con el nivel de PSA en varones con taattat normaf*®:

PSA (ng/ml) Probabilidad de cancer de prostata (%
<25 Desconocido
25-4,0 10-20
4,1-10,0 25
> 10,0 50 - 60

Tabla 2: Probabilidad de cancer de prostata en relaciéival de PSA.
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Estudios en autopsias revelan que la HBP es extdi@mente frecuente en el
varén, con un rapido incremento de la prevaleng@asg inicia en la cuarta década
de la vida y culmina en la novena década, cuangoelalencia es casi del 100%.
El incremento del cancer de prostata es paral&doHBP pero con un inicio unos
15 afios mas tarde. El 80% de casos de cancer d@tprGe asocian a HBP y
menos de un 20% aparecen sin HBP concomitétte

El cancer de prostata es uno de los principaleblgmas médicos de la
poblaciéon masculina. En la Unién Europea se estjugacada afio se diagnostican
mas de 85.000 nuevos casos y esta enfermedad selp®¥ede todas las muertes
por cancer en varon&),

La frecuencia de cancer de préstata no palpablesatianrcon la edad. La
mayoria de pacientes presentan enfermedad avatiaadbnente o a distancia) en
el momento del diagnostico. Aproximadamente en @¥ He intervenciones por
HBP se detecta un cancer de proéstata. Algunos ties esinceres detectados
guirdrgicamente son tumores de alto grado y estékll8o) e incurables en el
momento de la deteccién. Otros son pequefios ydiferenciados con una baja
amenaza para la supervivencia del paci€rite

Debido a las ventajas econOmicas, facilidad deizaabn y resultados
objetivos se ha abogado por el PSA como un mardadwooral para la deteccion
precoz del cancer de prostata. Sin embargo, eemesde “pequefias cantidades”
de cancer de prostata y “grandes cantidades” de ¢1BFSA no puede distinguir
entre ambas entidades. Para obviar estas limite€icge han desarrollado
estrategias que tiene como finalidad la reducci@n bibpsias innecesarias,

especialmente en el intervalo de PSA entre 4,1,§ ag/ml®> 4

y aumentar la
especificidad del PSA como marcador tumoral.
En la tabla 3 se resumen los principales conceggsarrollados para aumentar la

especificidad del PSA:
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CONCEPTO

PUBLICACION ORIGINAL

Estaticos

PSA densidad (PSAd)

Babaian et™: Veneziano et af°*?

PSA densidad de la zona de transicio
(PSAT)

nKalish et al®®

Valores de referencia especificos par
edad

a@esterling et af*?

Relacion PSA
(PSAL/PSA)

libre PSA

toti

jLilja et al. ©®: Stenman et af*®

Isoforma compleja del PSA (PSAc)

Allard et@?

Isoenzimas del PSA libre

Huber et &

Dinamicos

PSA velocidad (PSAv)

Carter et 8P

PSA doubling time (PSADT)

Schmid et &P

Tabla 3: Conceptos para aumentar la especificidad del PSA.

La conjuncién PSA - tacto rectal

de los 45 afos en pacientes con historia familsitpa) es recomendada por la
mayoria de guias clinicas para la deteccion pretwzcancer de prostata a

condicion de que el paciente esté bien informadéoggotenciales beneficios y

en hombres maydeeS0 afios (o a partir

dafios de la prueba y su expectativa de vida seeabs de 10 afid® %% El

valor umbral o de corte recomendado en generat dsdng/m

(61-64)
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Para optimizar los ratios de deteccion considerdadedad Oesterling et

al.®¥ establecieron las siguientes referencias pars&ldustado a la edad:

40 — 50 afos: 2,5 ng/ml
50 — 60 afos: 3,5 ng/ml
60 — 70 afios: 4,5 ng/ml

> 70 afios: 6,5 ng/ml

Actualmente, hay dos grandes ensayos clinicos nazddos a gran escala
en curso en Europa (European Randomized Study odeBing for Prostate
Cancer; ERSPC) y en Estados Unidos (Prostate, LG@aiprectal and Ovary
cancer; PLCO) para averiguar qué screening de céecprostata puede reducir la
mortalidad enfermedad-especifica.

Como la efectividad del screening con PSA no ha bién demostrada en
estos estudios con dos algoritmos diferentes @éesitrg (cada 4 afios con punto de
corte de 3,0 ng/ml, ERSPC; y screening anual cariopde corte de 4,0 ng/mi;
PLCO) parece prematuro considerar puntos de c&t@lIA mas bajos para el
screening en todos los varones asintomatfcbs

Asi pues, en general, el punto de corte de 4,0 Ingarece ser el que se
aproxima de forma mas cercana a la optimizacidia densibilidad y especificidad
para el PSA totdP.

Desafortunadamente, muchos de los pacientes carercéienen un PSA
sérico inferior. Si se disminuye el valor de coaementa la sensibilidad y el valor
predictivo negativo, detectando por lo tanto mé&sptesias, pero la tasa de falsos
positivos también aumenta, con el consiguienteemento de los pacientes con
HBP que serian sometidos a la ansiedad de un tsstivp mas la biopsia
innecesaria.

Asiz y Barathur®® realizaron un meta-analisis de varias series gaiailar
la probabilidad de encontrar cancer de préstatanepaciente teniendo en cuenta
su edad, PSA sérico y PSAd. El objetivo era optamiaa deteccion de cancer
(verdaderos positivos) y reducir al minimo el nimeéle biopsias innecesarias

(falsos positivos). La poblacion del andlisis impla hombres sanos mayores de 50
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afios (2.567), con HBP (798), cancer de prostatdinemlo al 6rgano (482) y
diseminado (353). La sensibilidad y especificidachbian de acuerdo al valor de
corte escogido. Para un valor de corte de 4,0 nigiménsibilidad es de 57% para
el cancer confinado al 6rgano y 79% para el camiseminado. Los falsos
positivos aparecen en los pacientes sanos (8% HB® (29%). Disminuyendo el
corte a 3,0 ng/ml la sensibilidad para el canceficado al 6rgano fue del 67% y
del 85% para el cancer diseminado. Los falsos ipositfueron del 14% en
hombres sanos y 36% para aquellos con HBP.

La relacion PSA/volumen prostatico o PSAd no paragertar beneficios
como método de “screenin§® ®”)

Actualmente, la determinacion del porcentaje de RiS#& respecto al PSA
total es el método mas difundido y eficiente pa@dmentar la especificidad de
este antigent® ®®

Ultimamente la cuantificacion sérica del PSAc (@@snfa compleja del PSA)
est4 emergiendo como una alternativa a la detecidimale PSA totaf® y aunque
existen mdltiples estudio®°® los resultados son en ocasiones dificilmente
comparables por seguir distintos criterios tantoleeseleccion de los pacientes
como en la biopsia prostatica y sistematica emple&in embargo, se puede
apreciar que el incremento de eficacia del PSAc esoespectacular y la
especificidad en los estudios publicados no perimii@ginar que el nimero de
biopsias innecesarias seria asumible y que porselldeterminacion evitaria la
aplicacién de otros métodos para incrementar lacifigidad .

En conclusién, el PSA sigue siendo el mejor mancgdoa el cancer de
préstata, sin embargo, su sensibilidad y espedifttison subdptimas. Ademas, el
marcador es especialmente poco satisfactorio ewalogses intermedios, donde la
HBP y el cancer de prostata frecuentemente coexiEsa especialmente limitado
en los pacientes con HBP con cancer de préstaafizado, que serian subsidiarios
de un tratamiento con intencién curativa, y engos un nivel de PSA elevado no
necesariamente indica la existencia de un canceraata pero un nivel normal

tampoco lo excluy&”?.
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1.3. ANGIOGENESIS Y CANCER

En las dltimas décadas ha habido un interés ctecpor los investigadores
en la observacion de que el crecimiento tumoralsynhetastasis se acompafian de
una significante formacién de nuevos vasos sangsjmsto es, de angiogénesis.

En el adulto, el proceso de angiogénesis es noemgbrocesos como la
menstruacion y la reparacion de las heridas. Cudoslosasos crecen fuera de
control la angiogénesis se convierte en patolégicsostiene la progresion de
muchas enfermedades neoplasicas y no neopl&$icas

Judah Folkman fue el pionero en la investigaciétadmngiogénesis y el que
formulé la hipétesis de que los tumores son “angnegis dependiente$* &%)

Hasta que el tumor alcanza un tamafio de 1 a 2 regibe todos los
nutrientes y el oxigeno @ppor difusién simplé®®. Una vez que el tumor alcanza
tamafios clinicamente detectables necesita genesawascularizacion para
conseguir el aporte de nutrientes yr@cesarios para continuar su desarrollo.

En los experimentos llevados a cabo por Folkma &t ¥ en la década de
los afios 60 inoculando células tumorales en orgaistados y perfundidos, se
demostré que la ausencia de angiogénesis se asoaialina restriccion del
crecimiento tumoral a pequefios esferoides de ¥ ommenos. Esta fue la primera
vez que se consiguid que tumores viables creciemaro masas tridimensionales
en un tejido sin neovascularizacion. Cuando sdattaba el pequefio tumor al
raton del que provenia desarrollaba neovasculddizacrecia y alcanzaba tamafos
1.000 veces superiores al obtenido en el érgaradai€’®¥. A partir de estos
estudios se formulé la hipotesis que el crecimientmoral es angiogénesis
dependiente.

Estudios posteriores realizados en la década deafims 70 aportaron
pruebas, la mayoria de caracter indirecto, deracidad de la hipétesis:

- El crecimiento tumoral en la cérnea del conejodikmar de manera muy lenta
y lineal mientras ésta se mantiene avascular;ldaraascularizacion se aprecia
un crecimiento exponencial de la poblacién tumGFal

- Los tumores suspendidos en el humor acuoso derlaredanterior del ojo del

conejo permanecen viables y limitados en su crecitoi (1 mm). Estos son
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capaces de inducir neovascularizacion en los vakdsiris pero estan
demasiado distantes para ser invadidos por ellos. W&z que el esferoide
tumoral es implantado contiguamente a los vaso®maados el tumor puede
crecer 16.000 veces su volumen original en un plezdos seman&¥’.

Los tumores cultivados en el humor vitreo del o@ donejo permanecen
viables pero limitan su desarrollo a menos de )% ae diametro durante al
menos 100 dias. Una vez el tumor alcanza la sgperfle la retina se
neovasculariza y en un plazo de dos semanas pusgerireentar un
crecimiento volumétrico 19.000 veces superior tamafio original®.

Los retinoblastomas humanos que metastatizan akovison viables,
avasculares y de crecimiento limitadd.

Los tumores implantados en la membrana corioaldetodel embrion de pollo
tienen limitado su crecimiento durante la fase eawias pero crecen
rapidamente una vez se vasculariZ&hn

En las experiencias desarrolladas por Thompson. @& ae aprecié que las
células neoplasicas inyectadas subcutdneamentealiedmn tumores que se
vascularizaban cuando alcanzaban un volumen de n@. Conforme
aumentaba el tamafio tumoral los vasos eran engymtoel tumor infiltrante y
llegaban a ocupar el 1,5% del volumen tumoral. Esfica un aumento de un
400% respecto a la densidad vascular normal débteglular subcutaneo.

La fase vascular de los tumores de colon que aparegpontaneamente en las
ratas tras la administracion de carcindbgenos sdepsabdividir a su vez en
dos. En una etapa precoz (diametro inferior a 3r§ el tumor esta alimentado
por los capilares preexistentes del huéped qua ei#tados y ensanchados.
En una etapa posterior (diAmetro superior a 5 nen@psecia una proliferacion

capilar para conseguir una densidad microvascufzeror a la normdf®
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Del mismo modo, mas recientemente se han acumyagebas directas que

demuestran que la neovascularizacion es necesadapcrecimiento tumoral:

Un inhibidor de la angiogénesis, el AGM-1470, uralago sintético de la
fumagilina, inhibe el crecimiento tumoral vivo pero nain vitro &7,

El factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF5 un potente agente
angiogénico y tiene la capacidad de inducir mitesidas células endoteliales.
Esta producido por las células endoteliales, teltiakstas, ademas, receptores
para é(°®),

En las experiencias llevadas a cabo por Gross‘® sé aprecié crecimiento
tumoral de un cancer de colon humano, cuyas cétaescian de receptores
afines para bFGF y para las que éste no fue mitdgenitro. Cuando fue
implantado en un raton desnudo, la inyeccién sisg@me bFGF estimul6é un
aumento en la densidad y ramificacion de los vasoguineos asi como una
duplicacién del tamafio del tumor. Se demostro istexcia de receptores para
bFGF en el endotelio vascular. Cuando el ratonagort del tumor recibié
anticuerpos monoclonales contra bFGF el crecimi¢mtooral se retardé de
manera significativa. Esta experiencia mostr6 qoe tambios en el
crecimiento del lecho capilar de un tumor influyg® manera directa en el
crecimiento tumoral.

Las experiencias de Hori et &°Y demostraron la importancia de bFGF en la
angiogénesis y la progresion tumoral. Realizaroa transfeccion de ADN
complementario (ADNc) de bFGF humano a fibroblagtoemales de raton.
Estos fibroblastos exportaban bFGF y eran poténtiestores de angiogénesis.
Cuando eran implantados en ratones inducian grandesres de evolucion
letal. Se demostré que la angiogénesis estaba idadyrincipalmente por
bFGF liberado por estos tumores al realizar unaaondr lugar especifica del
bFGF de manera que dos serinas quedaran sustipodassteinas de tal forma
que el bFGF resultante fuera neutralizado por uicwerpo especifico que no
tenia actividad sobre bFGF natural. Cuando se astmiba el anticuerpo al
ratbn al que se le habia injertado la neoplasiaecié una significativa

reduccion en la neovascularizacién y en el volutaoeroral.
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- Kim et al.®®? desarrollaron una experiencia similar inhibienal@ttividad de
otro potente agente angiogénico, VEGF, con ayudaude anticuerpo
monoclonal especifico contra éste. El anticuerp® ddministrado a ratones
desnudos a los que se les habia implantado linedslares de
rabdomiosarcoma, leiomiosarcoma o glioblastoma ifoutte de origen
humano. En los ratones el crecimiento vasculaiGgafectado (existiendo una
menor densidad capilar tumoral que en ratones atadmos), apreciando
reducciones tumorales, en ocasiones, superioré9%l La utilizacion del
anticuerpo in vitro no tuvo efecto sobre la tasaEimiento en los cultivos

celulares.

Asi pues, la angiogénesis tumoral es el crecimidatauevos vasos hacia y
desde dentro de un tumor. La neovascularizaciédepser estimulada por factores
liberados desde las células tumorales, célulagnratorias asociadas al tumor y/o
desde la matriz extracelular. Ademas, se ha compmlgue la angiogénesis no
solo influye en el crecimiento tumoral sino tamb@&mnlas metastasis. La primera
evidencia de que la intensidad de la angiogénesianetumor humano podria
predecir la probabilidad de metastasis fue deserital melanom&°?.

Datos clinicos y experimentales indican que la mayte tumores se inician
sin actividad angiogénica. En algin momento algw®slas van a expresar el
fenotipo angiogénico. A veces, puede ocurrir inzlastes del desarrollo completo
del tumor (por ejemplo, en estadios preneoplasicgsreinvasivos) y ademas
aparece de forma independiente de otras actividhdeaste la oncogénesis.

Durante lafase prevasculadel crecimiento tumoral en el tumor primario la
actividad angiogénica estd ausente o es insufecidelt tumor es pequefio y el
crecimiento de todo el tumor es lento y el tiempoddplicacion o doblaje puede
ser de afios. Pero esto no significa que las céutdgeren lentamente, de hecho
puede estar aumentada su actividad pero se enauantrun estadio en el que la
generacion de nuevas células tumorales esta equitibcon la muerte de las
mismas (apoptosis). En esta fase suele ser ddieiitificar los tumores a no ser
gue estén situados en una superficie externa @isibh mayoria van a ser

indetectables y sélo son visibles con microscopio.
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En el caso de las micrometastasis de los tumoredepsuceder lo mismo en esta
fase que en el tumor primario. Este mecanismo dha &anzado como hipétesis
para explicar la “latencia” de las metast&Sia
Una diferencia muy importante entre lesiones ea faisvascular y fase vascular es
gue en el primer caso la incidencia de muerte @epdr apoptosis es mayor que en
el segundo.

En lafase vascularcuando aparece neovascularizaciéon, los tumoregegou
entrar en una fase de crecimiento rapido, intaraiion de la invasion e
incremento del potencial metastasico. Ademas lo®tas vascularizados son la

causa principal de sintomas en pacientes con cancer

La neovascularizacion va a ser responsable de ena de efectos en el
crecimiento tumordf®:

- Efectos en la perfusioma neovascularizacion permite un crecimiento tuahor

rapido, porque temporalmente soluciona el probletea intercambio de
nutrientes, @y desechos.

- Efectos paracrinosDesde las células endoteliales se liberan factoies

crecimiento que estimulan las células tumoralesocqror ejemplo bFGF,
factor de crecimiento derivado de las plaguetas QP factores de
crecimiento insulin-like (IGF-1, IGF-2) y citoquis@omo interleuquina (IL)-1,
IL-6, IL-8, que pueden aumentar el crecimiento temhoPor otra parte las
condiciones de hipoxia que aparecen en algunasszdeh tumor como
consecuencia de la compresién vascular pueden &amiken presencia de
receptores endoteliales para péptidos angiogéngmecificos como VEGF.

- Incremento del potencial metastasiddumenta la poblacion replicante de
células tumorales. Esto incrementa la posibilidadgdneracion de variantes
celulares metastasicas que produzcan los enzinfastgres de crecimiento
apropiados para penetrar en un 6rgano diana y\soiore

- Incremento de los sintomas asociado a la neovagadeén. La

neovascularizacion es la responsable de alguntzssie nuevos que aparecen
después que el tumor ha expresado su fenotipo gégam. Por ejemplo, la

presencia se sangre en orina, esputo o0 entre psrigtenstruales puede
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significar la existencia de un tumor vascularizasiola vejiga, bronquios o

cérvix. El edema es otro de las causas de sintowlasionados con la

angiogénesis, muchos de los sintomas iniciale®sléuimores cerebrales son
secundarios a un edema cerebral local y una fiftnade proteinas desde los
altamente permeables capilares sanguineos neofosmgtidolor éseo en las
metastasis del cancer de prostata puede estaioreldo en parte con la
neovascularizacion. Una variedad de sindromes eapdsicos como

actividades hormonales inapropiadas, estados agcoiggulacion y caquexia
son secundarios a la actividad biolégica de pésptliberados a la circulacion
desde los tumores vascularizados. En algunos tenexisten grandes areas
centrales que no pueden ser penetradas por cestnastiopacos debido a la
compresion vascular, una situacion que es inusmaumores en una fase
prevascular. Por ultimo, un efecto dafiino de lavascularizacion, ademas de
lo signos y sintomas patoldgicos, es el resultaglgpdtencial para la rapida
expansion de variantes celulares del tumor que gruddner un elevado

potencial metastasico, mayor capacidad de protii@nay mayores niveles de

resistencia a farmacos.

Todos estos efectos de la neovascularizacién sqortemtes razones a
considerar para el potencial beneficio de la teraptiangiogénica.

Hay que afadir que la actividad angiogénica egtgdaea dentro del tumor.
Pueden existir areas con alta y con baja densidatbvascular dentro de un
mismo tumor. Es decir, sélo un subgrupo de céladguieren la actividad
angiogénica y los nuevos vasos formados aparentemeantribuyen al
crecimiento de las células tumorales no agiogéfitas

La angiogénesis esta controlada por un grupo dearsias conocidas como
factores angiogénicos.

El inicio de la angiogénesis en los tumores depeddela expresion
coordinada de varios factores, como son VEGF, bRREFGF, factor de necrosis
tumoral (TNF)e, angiogenina, factor de crecimiento epidérmico (E@&ctor de
crecimiento transformante (TGk)-y B, factor de crecimiento de células

endoteliales derivado de las plaquetas (PD-ECGHR)idina fosforilasa.
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También existen una serie de potentes inhibidoeda dngiogénesis como la
angiostatina y la trombospondina.

La angiogénesis precisa de la dilatacion vasca#dida al estroma vascular,
migracion y proliferacion de la células endoteBale la canalizacion de brotes
endoteliale$'%?),

El cancer de préstata, como otros tipos de cancapasece como un proceso
de multiples pasos a menudo progresando desdeaseophtraepitelial de bajo
grado a neoplasia intraepitelial de alto grado,namado a carcinoma focal y
finalmente a carcinoma invasivo y produccion deasteassis’®. De todas formas,
los mecanismos moleculares responsables de lagsiégrtumoral prostatica son
poco conocido§® 1%

Se han identificado muchas anormalidades genétitasd cancer de prostata
como mutaciones en los cromosomas 6q, 7q, 8p, AGplBq, 16q, 17q y 18¢*
197 También inactivacion de genes supresores tunsomo Rb, p53b, pl6 y
PTEN (% 199 asi como, expresion aberrante de varios oncogimisyendoras,
myg c-sisy c-erbB2(11%112)

Sin embargo, parece que no existe un patron cengstle alteracion de un
anico oncogen o gen supresor tumoral en el care@rastata el cual se asocie de
forma convincente a la iniciacién o progresion aemfermedad™® % Ademas,
la aparicion y progresion de los tumores de prasfatede estar regulada por
mecanismos epigenéticds™®. Probablemente el mejor conocimiento de estos
cambios genéticos y epigenéticos facilitaria eadefio de estrategias preventivas
y diagnosticas mas racionales.

Hemos visto que un evento precoz e importante teirknprogresion de
muchos tumores es la induccién de la angiogénlesigjal se reconoce como un
prometedor indicador prondstico y un objetivo pagh tratamiento. Datos
procedentes de modelos experimentales con ratoarsgénicos asi como del
analisis de una gran variedad de tumores humargieren que el cambio a un
fenotipo angiogénico sucede relativamente prontarta la fase premaligna del
crecimiento tumordf-°% 116

En el caso del cancer de prostata es concebibleebjyaso a fenotipo

angiogeénico sea el paso necesario en la progresid?iN y carcinomas focales a
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carcinomas invasores. Varios estudios sugierenlaueeovascularizacion es un
requisito esencial en la progresion del cancerdstata a través de varios estadios
patoldgicos 1'% Se ha observado un aumento progresivo de la dihsi
microvascular por inmunohistoquimica a través deelstadios patologicd€® 2
También se ha descrito que la densidad microvastefre importancia pronostica
y es un factor predictor independiente del estgmhitologico y del potencial
maligno del cancer de prost&t®’ %2

Ademas en modelos animales se ha visto que el e@sahibidores de la
angiogénesis, como linomida y quinolina-3-carboxiem han sido efectivos
contra el crecimiento del cancer de prostafa)

Hay muchos estudios sobre la expresion de factm@engiogénicos en el
cancer de prostata como VEGF, bFGF, PD-ECGF, IGIGE;2 y TGF§ 126
127) La “llave” reguladora del factor angiogénico enatos tumores es VEGE

128,129) o| cual es un potente mitégeno para las céluldsteliales.
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1.4. FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento fueron identificadogiahmente en el suero
como elementos necesarios para el crecimientosdeélalas en cultivo, donde el
crecimiento hace referencia a la expansion celelar nUmero mas que al
incremento en tamario celular.

Se ha comprobado que el suero es mas necesaripgyardir la replicacion
de los cultivos celulares que para su supervivepc@mo el plasma no tiene el
mismo efecto, se asume que los factores relevantediberados de las plaquetas
durante la formacién del coagulo. Asi, uno de lm@ros factores identificados se
denomind factor de crecimiento derivado de lasystas (PDGF). Poco a poco se
han ido identificando nuevos factores y actualmestposible hacer crecer ciertos
tipos de células con unos factores de crecimiespedficos para éstas sin utilizar
suero complet&3?.

Los diferentes factores de crecimiento son muyndas en muchos aspectos,
pero se ha observado que grupos de dos, tres cmadmenas producen un tipo
similar de respuesta, y por esto los factores deiroiento se agruparon en
familias.

La mayoria de factores de crecimiento de una fartiginen moléculas con
una estructura tridimensional parecida y se pigpsaesta similitud significa que
hay regiones quimicas o fisico-quimicas en las cutd& que producen el efecto
funcional y dan similitud a la accién de factoresmismo grupo familiaf>.

El nombre asignado a los factores de crecimientalet®e mas al efecto
originariamente observado que a su familia o a sotefectos descubiertos
posteriormente. Asi, por ejemplo, se observd que fdotores actuaban en un
experimento produciendo el crecimiento celular leceatro de un gel de agar sin
ningun accesorio fisico, condicion que hasta el ertmse creia necesaria para el
crecimiento celular. Los factores que causabartrémsformacion” de las células
de esta forma fueron denominados factores de cetiontransformantes y 3
(TGF-u y TGF{3). Posteriormente ha quedado claro que ambos tiergedades

distintas y estan clasificados en familias comphetate diferentes. Por lo tanto,
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existe algo de confusidon en relacion a la nomemaatde los factores de

crecimiento.

Por otro lado, el crecimiento celular no esta asbiwinecesariamente con

neoplasia. Los factores de crecimiento son imptetaan condiciones normales de

salud, particularmente en la cicatrizacion, inflamda, en la respuesta inmune y

por supuesto en la embriogénd&is

Los factores de crecimiento no son especificosimgin érgano ni elemento

celular, por lo que un mismo factor de crecimigmi@de ser detectado en tejidos

diversos con accion difererté.

Las familias de factores de crecimiento inclu§/n

Familia del Epidermal Growth Factor o factor decaoréento epidérmico
(EGF): regulado por el oncogen c-erb B-2:

o EGF: factor de crecimiento epidérmico

0o TGF-u: factor de crecimiento transformante

o0 Anfiregulina
Familia del Fibroblast Growth Factor o factor deaimiento fibroblastico
(FGF): regulado por el oncogen int-2:

o aFGF: factor de crecimiento fibroblastico acido

o bFGF: factor de crecimiento fibroblastico basico

o FGF-3 aFGF-23
Familia del Transforming Growth Factor o factoratecimiento transformante
(TGF):

o TGFf1

o TGFf2
Familia del Insulin-like Growth Factor o factor deecimiento insuline-like
(IGF):

o IGF-I

o IGF-II

o0 Relaxina
Otros factores de crecimiento:

o NGF: Nerve Growth Factor

o0 VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
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o PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaagiet
o CSF: factor de crecimiento de colonias hematopoggti
o PD-ECGF: factor de crecimiento endotelial derivdddas plaguetas

La caracteristica comun a todos ellos es que sdipéptidos producidos

localmente en pequefias concentraciones y actuaerajmente, de un modo

autocrino en las células que los producen o demaregera paracrina en las células
vecinas”.

Diferentes factores de crecimiento pueden prodeig diferentes células
en un tejido o por la misma célula bajo diferemiesunstancias. Otra caracteristica
comun es que hay tendencia a que varios factotésratimitando su liberacion o
la respuesta a su liberacién y de ese modo contsole accione$®.

Los factores de crecimiento pueden actuar ponvfessdistintas” 26

0 autocrina: estimulando a la propia célula que @apce,
0 paracrina: estimulando a las células de vecindad,
0 endocrina: accion a distancia, a modo de efectmbioal.

En la formacién de la glandula prostatica los feetode crecimiento tienen las

siguientes accionég:

- En la primera etapa de la formacion de la présttael feto, los estrogenos
maternos y los producidos por el propio feto edimuia célula del estroma la
cual, a su vez, al fabricar bFGF estimula la cébgielial, de vecindad, y a la
propia célula del estroma. Todo ello en preseneiartirogenos, como agente
importante en la cadena de activacion de los fastde crecimiento.

- En una segunda etapa denominada de prostata eqiablebarca desde la
adolescencia hasta llegar a la edad del aduleelmiento de la prostata por
las células epiteliales viene equilibrado por lei@t inhibidora sobre éstas de
TGF1, producido por las células del estroma.

- En la formacion de la HBP intervienen asimismo fexstores de crecimiento
produciendo el denominado “redespertar” embriondado que se reproduce,
al avanzar la edad, un desequilibrio estrégenoégyeho lo que estimula la
célula del estroma con mayor produccion de bFGFoy Ip tanto con
crecimiento del estroma (nddulos de la zona traorsad) y este estroma a su

vez, estimula el epitelio. El factor mas importaete bFGF, al dar lugar a
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estimulaciéon del estroma de la zona transicionaldgeiéndose nddulos
estromales que son canalizados y habitados pasacn células epiteliales en
sus bordes. El grado de interaccion entre PGl-bFGF regula la variabilidad
entre hiperplasia estromal y glandufar*"
Hay evidencias acumuladas que apoyan la intervenci® los factores de
crecimiento en el desarrollo y progresién del cadeepréstaté’.

Los factores de crecimiento regulan el crecimieedalar, la diferenciacion y
la apoptosis (muerte celular programada). Ademashdenonas como los
androgenos, una coleccion de factores de crecimi@aisitivos y negativos
controlan el balance entre la proliferacién y leent celular en la prostata.

Varios productos de oncogenes que contribuyerpeoliéeracion neoplasica
se ha encontrado que son homélogos de los factgesrecimiento, de los
receptores de los factores de crecimiento o demlakculas en las vias de
transmision de la sefial de estos receptores.

Varias familias de factores de crecimiento han sichplicadas en el
crecimiento normal y maligno de la préstata (Taplg! 127 132159
Los factores de crecimiento ejercen efectos autosriy paracrinos sobre las
células epiteliales y del estroma e interactlan otins factores y proteinas
ligadoras para el control del crecimiento prostéffigura 3)*.

La familia de IGF, EGF, TGk; la familia de FGF y los factores de
crecimiento endoteliales (PDGF y VEGF) son los ladores estimuladores
principales de la proliferacién en la prostatd.

La familia TGF$ es el principal regulador inhibidor de la prol#eion que
se opone a la accion estimuladora de los factoeesrecimiento IGF-I, EGF,
TGF-, bFGF y el factor de crecimiento de queratinociid&F) en el tejido
normal6),

Los factores EGF y TGE-tienen unos efectos autocrinos y paracrinos de
crecimiento en el cancer de prostata primario queosivierte fundamentalmente
en autocrino conforme avanza y se desarrolla un@rreadad andrégeno
independiente.

El polipéptido IGF-I esta implicado en el desawalel cancer de prostata y

en la interacciéon de IGFBP-3 y su proteasa, el RBAde contribuir al crecimiento
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continuo y desarrollo de metastasis 0seas a ti@dwéda liberacion local de IGF-I
como resultado de un cambio de las isoformas depter®**.

El factor bFGF puede actuar sobre las células leghite en el cancer de
prostata avanzadd'®.

El factor de crecimiento KGF controla el desarrddoprostata normal por
una via paracrina pero la producciéon autocrina @& lKacompafia a la progresion
del cancer de préstata a la enfermedad andrégelepémdient&.

La importancia de los factores de crecimiento effotenacion del tumor,
progresion y metastasis en el cancer de prostai@duce a intentar la modulacion
de los distintos niveles para obtener un benefierapéutico. El inhibidor de
factores de crecimiento mas ampliamente usado dwmlai suramina, la cual ha
mostrado respuestas clinicas en los primeros ess#yicos6* 163)

Se estan evaluando anticuerpos antiVEGF en enséiyasos en fase |, con
resultados preliminares que sugieren un pequefefibenclinico®®?.

Los receptores de los factores de crecimiento [&Ek, IGF y FGF
proporcionan potenciales dianas terapéuticas ydgomparticular interés ya que
pueden activar de forma independiente el crecimiestular y pueden interactuar
con las vias de los receptores androgénicos.

El éxito de la aplicacion de la terapia de factatesrecimiento en modelos
in vitro se esta trasladando cada vez mas a ensayos &liicepresenta una
apasionante nueva aproximacion al tratamientoateter de prostafdl.

De todas formas hay que indicar que el conocimiexinal del papel de los
factores de crecimiento en la préstata surge deliest sobre tejido humano y de
modelos experimentales que intentan imitar el omexito prostaticoin vitro
(lineas celulares) ia vivo (roedores). La medicion de factores de crecimigrdos
receptores en tejido prostatico humano ha produdaltados controvertidos y
contradictorios. La heterogenicidad histologica guéste dentro del cancer de
prostata humano indica que el intento de corretacidos niveles de factores de
crecimiento con esta patologia debe ser interpsatad precaucidfi.



Factor de crecimiento

Célula de origen

Sitio diana

Papel en préstata normal

Papel en cancer de préstat

Notas

IGF |

EGF

TGF«a

TGFp

bFGF

KGF

PDGF

VEGF

Estroma

Epitelial (superficie luminal)

Estroma

Estroma y misculo liso

Predominantemente del
estroma (pequefia cantidad

epitelial)

Estroma y epitelial

PDGFA desde el estroma y

epitelio en el carcinoma

Epitelial

IFG 1R en la superficie de la céluladccion paracrina sobre IGF 1R y

epitelial, secuestrado y degradado sobre células epiteliales,

por IGF 2R

EGFR en la sUfme basolateral

de la célula epitelial

promoviendo el crecimiento y

diferenciacion

Regulacion del crecimiento

EGFR en la superficie basolateral Accion paracrina sobre EGFR

de la célula epitelial

TBRI yTBRRII en la superficie de la

célula epitelial

Receptor bFGF en células del
estroma en prostata normal,
también presentes en células
epiteliales en el carcinoma
Receptor FGFR2 en las eélul
epiteliales del carcinoma

Receptor PDGé& en la células
epiteliales del carcinoma

Superficie de células endoteliales

Via mitégena autocrina con
expresion epitelial de IGF I, los
niveles séricos de IGF | estan

aumentados en cancer de préstata

La sobreregulacion dexfaresion
epitelial de EFG aumenta las
metastasis y la invasion

Sobrerugulacion de la expresion

epitelial para regular el crecimiento deTGFa y produccién epitelial

autocrina

Induce apoptosis, efectos contrariosSobreregulacion de la expresion de

de EGF/TGFa sobre las células

TGF, aumenta la invasion y

epiteliales, aumenta el crecimiento propagacion metastasica en el

de las céluas del estroma via bFGFcancer

Regulacién autocrina del

crecimiento del estroma

Produccioén autocrina epitelial que
aumenta las metastasis via
produccion de matriz extracelular y

angiogénesis

Mediador paracrino de la accion de Produccién autocrina epitelial

los andrégenos

Baja expresion en tejido normal

apél incierto, hallazgos variables

Expresion de PD@F&I receptor
PDGFa aumentada en el carcinoma
Expresion de ¥E@mentada en

el carcinoma

Los niveles son controlados por
proteinas de enlace- el clivaje de
IGFBP 3 por PSA puede aumentar
el crecimiento de células
metastasicas

Anticuerpos anti-EFGR inhiben el

crecimiento de la célula tumoral

EGF y TGFa se liberan bajo

control de andrégenos

Niveles controlados porfRIIl, la
pérdida de BRIy TRRII

confieren ventaja al crecimiento

en las células tumorales

El receptor KGF permite respuesta
a la produccion autocrina de bFGF

en el carcinoma

La expresion autecacomparia
a la progresién andrégeno
independiente
Mayor PDGFA en tumores de
bajo que de alto grado
Inhibicion de proliferacion
tumoral metastasica usando

anticuerpos anti_VEGF

Tabla 4: Factores de crecimiento en la préstata normakgmeter de prostatd.
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| Células del estroma |
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sl Via estimuladora O recetor e
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@  Complejo receptor TRRI + TBRI

Figura 3: Factores de crecimiento y sus receptores impleastoel crecimiento
prostético normal Adaptado de Hellawell GO, Brewsi&. Growth factors and
their receptors in prostate cancer. BJU Internati@d02; 89: 230-240.
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1.5. FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO
VASCULAR (VEGF)

El factor de crecimiento del endotelio vascular G fue descubierto en
1.983 por Senger et dl*°. Este grupo describié la purificacion parcial deau
proteina que causaba permeabilidad vascular tragy®ccion en la piel de
cobayas. Debido a esta propiedad el factor fueatkmfactor de permeabilidad
vascular (VPF) y se crey0 que su principal fun@éregular de manera especifica
la permeabilidad de la vascularizacion tumoral.

En 1.989 Ferrara y Plouéf® *”) de manera independiente, describien el
descubrimiento de una sustancia mitdgena espegidicacélulas endoteliales a la
gue llamaron, respectivamente, factor de crecimieahdotelial vascular y
vasculotropina.

El clonaje y la expresion de VEGF y VPF revelaroe gstas dos moléculas
eran en realidad la misnf4® )

A lo largo de los ultimos afios han sido identifizadtros miembros de la
familia de VEGF, que incluye el factor de crecinieeplacentario (PIGF), VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y EG-VEGE"® ™ asi como sus receptores
(VEGF-R1 o Flt-1, VEGF-R2 o Flk-1/KDR y VEGF-R3 dt8) con actividad
tirosin cinasa y co-receptores (neuropilirta$)

La nomenclatura de estos miembros mas recientdgetizo que el primer
factor descubierto se denomine VEGF-A, aunque emdgoria de trabajos, asi
como en esta tesis, simplemente se le denomina VEGF

La vasculotropina o VEGF es una glucoproteina basmnodimérica de 34
— 46 kD& ' ligadora de heparina, formada por polipéptidos egtremo N
terminal idénticos unidos por puentes disulfuro gsesecretada y expresada por
mltiples células tumorales de origen humano y ahftff incluyendo entre otros
carcinomas vesicales, renales y prostatitds'’® carcinomas pulmonard¥™”,
angiosarcomaS’®, tumores intracraneal&S®*8Y) tumores tiroideo§%?, tumores
ovéricos®y de cérvix uterind'®¥, neoplasias mamari&€®, tumores del tracto

gastrointestinal*®® y por células no tumorales como macréfagos aativ&d”),
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queratinocitos’®® células mesangiales y glomérulos ren&f& hepatocito$™?,
células musculares lis&8Y, células de Leydig y de la corteza suprarréfial

Tiene multiples efectos especificos sobre las aglehdoteliales vasculares,
incluyendo el incremento de su proliferacion, migga y permeabilidad
vasculaf*®® 175199

Se cree que tiene un papel critico en la regulad®ia angiogénesis™.

Su expresion esta regulada por varios factoresret@nuento y citoquinas,
incluyendo IL-1, IL-6 PDGF, EGF, IGF-1, pero probahente sea la hipoxia

tisular el estimulo mas potente de VE®Fvivo % 199

ya que la expresion de
VEGF es mucho mayor en regiones de tumores adyscartonas avasculares de

necrosidt’®),
1.5.1. FUNCIONES BIOLOGICAS

VEGF es una citoquina multifuncional que ejerce nfmyoria de sus
funciones en el endotelio vascular. Entre estasidmes se encuentran ser el
principal inductor de angiogénesis, promover pebiliead vascular, actuar como

vasodilatador, y otras funciones que se detallanéinuacion.
1.5.1.1. Efectos bioldgicos en células endoteliales

Las células endoteliales constituyen la diana peef@al de VEGF para la
mayorfa de sus efectos biol6gicd¥ '°”) En estas células, VEGF actlia como
factor de supervivencia y como inhibidor de la d@psis, es un potente mitégeno,
induce migraciébn y cambia la expresion génica dahdmr al aumento de
expresion de diferentes proteinas como las metatlegsas, proteinas implicadas
en la via fibrinolitica, o la sintasa endotelial éeido nitrico (eNOS).

Los cambios que causa VEGF en las células endetekatan implicados en
su accion como promotor de angiogénesis, de peilidaab vascular o como

agente vasodilatador.
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1.5.1.1.1. Supervivencia y anti-apoptosis

VEGF es un factor de supervivencia para célulastetidlesin vitro e in
vivo. La eliminaciéon de VEGF causa regresion de lawaszacion en diversas
condiciones fisologicas y patoldgicas. Se ha padtulque el recubrimiento por
pericitos es el factor critico que determina la ahgfencia de las células
endoteliales por VEGE),

Un mecanismo importante mediante el cual VEGF pewawsupervivencia
en células endoteliales es la activacion de laamtepoptotica fosfatidil inositol 3
cinasa/Akt (P13K/Akt)*%). La activacién de esta via causa la inhibiciénlale
apoptosis a través de su interaccién con Bad, saspafactores de transcripcion
pertenecientes a la familia Forkhead y reguladdegS FB.

Por otra parte, VEGF induce la expresion de lasepras anti-apoptoticas
Blc-2 y A1 %) e incrementa la expresién de survivina y XIA®chromosome
linked Inhibitor of Apoptos)s cuya accién es inhibir la activacion de difeesnt
caspasa&®.

En células endoteliales, asi como en otros tiptdaces dependientes de
adhesion, la cinasa de adhesion focal (FAK) es einasa localizada en los
contactos focales que se establecen entre la meanptasmatica y el sustrato, y
gue es importante en promover sefiales de supecvaeBe ha demostrado que
VEGF causa la fosforilacion de FAK asi como su &sién y la de paxilina, que
es una proteina asociada a FAK, a las adhesionake$oen células endoteliales de
cordén umbilical humano (HUVEC3™.

En vasos en formacién, se ha demostrado que lgriméeaVp3 es un
importante factor de supervivenéf®. El receptor VEGFR2 se asociadp3 en
vasos hacientes, y la union de esta integrinal@ando, vitronectina, potencia la
mitogenicidad y actividad de VEGFR2, asi que swiastn también podria estar

implicada en la promocion de supervivencia en eélehdoteliales.
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1.5.1.1.2. Proliferacién

Este factor de crecimiento es un mitégeno altamsekectivo para células
endoteliales, ya sean procedentes de vasos ateriabnosos, linfaticos y de
diferente calibré'"* 2%3)

Induce la neoangiogénesis estimulando la proliféracpermeabilidad y
migracién capilare&®?.

El descubrimiento de que VEGF es difusible y especpara las células
endoteliales llevo a la hipdtesis que esta susigngase un papel fundamental en
la regulacion del crecimiento capilar, tanto emasitones fisiolégicas como en
procesos patoldgicd¥® 159

VEGF causa una potente activacion de ERK 1&xtrécellular
signalregulated kinases 3/#°Yy de JNK ¢-Jun N-terminal protein kinakey
probablemente la respuesta mitogénica a VEGF impliq interaccién de estas
dos vias de sefalizacidt.

Otros estudios han demostrado que la activacidadisoformas: y ¢ de la
proteina cinasa C (PKC), asi como la inhibicionladactividad de la isoforma
dependiente de la sintesis de Oxido nitrico (N@hein un papel crucial en la
sefializacién pro-mitogénica de VEGE),

También se ha demostrado que VEGF induce laR4BMEK-ERK de
manera independienteRasy dependiente de PKE” lo que sugiere que VEGF
debe ser Unico entre los factores con receptoresirti cinasa activando la via
ERK.

1.5.1.1.3. Migracién

VEGF es un potente agente quimiotactico para ceknaoteliales.

Uno de los mecanismos responsables de los efeajpatanios de VEGF en
células endoteliales es a través de la activao®la diia PI3K/Akt. La activacion
de esta via por VEGF induce la reorganizacion ddilamentos de actina dando

lugar a fibras de estrés y lamelipodios, que sdruasras necesarias para el
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proceso de migracion. Asimismo, la activacion dgKPAkt activa la produccion
de NO mediante fosforilacién de eN&%)

El NO regula la fosforilacion de FAK y la integrilade las adhesiones
focales en células endotelial&8®, por lo que la produccién de NO estaria
implicada en la migracion celular inducida por VEGF

La FAK es importante regulando el recambio de sesiones focales, la
organizacion de los filamentos de actina y la naigma celular, y su activacion es
importante en la migracion inducida por VEGF. VEB#uce la fosforilacion de
FAK y paxilina y promueve la atraccién de FAK a wag adhesiones focal&8),

En la activacién de FAK por VEGF estaria implicémiahaperona Hsp9ef®.

Otros mecanismos por los que VEGF promueve migna@t células

endoteliales es a través de la activacion de p3® MiAasa y de la activacion de la

fosfolipasa C gamma (P,
1.5.1.1.4. Produccion de oxido nitrico (NO)

VEGF estimula la sintesis endotelial de NO. Estdiator ha sido implicado
en casi todos los efectos biologicos de VEGF como I angiogénesis, la
induccion de permeabilidad o la induccion de vdatatiion.

VEGF induce la sintesis de NO a corto y largo téama través de la activacion de
diferentes mecanismos.

A corto término, y de manera independiente delieaMEGF estimula la
sintesis de NO mediante la activacion de la vikfAIR&. Una vez activada, Akt
causa la activacion de eNOS a través de la foatodih en el residuo serina 1179
de este enzintd®. VEGF también activa eNOS a través de la activadé la
PLCy, que causa la formacion de inositol 1,4,5-trifosfaque a su vez provoca
movilizacion del calcio intracelular y estimulacida la eNOS a través de su union
a calmodulina®?®. Otro mecanismo de activacién de la eNOS por VEGFRa
través de la proteina Hsp%¢?).

A largo término, VEGF induce la sintesis de eNOSiwel de acido

ribonucleico mensajero (ARNm) y de protefftd.
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1.5.1.1.5. Regulacién génica. Expresion de protegg otros factores

VEGF regula la expresion de diferentes genes emasééndoteliales.

Se ha demostrado que este factor activa variosréctde transcripcion,
como Ets-1, Egr-1, factor nuclear de células Tvadis (NFAT), y Stat 3y 5
(Signal transducers and activators of transcriptiny.

Entre los genes diana, VEGF induce la expresiorodeactivadores del
plasminégeno de tipo tisular y uroquind$a 2*°) del inhibidor del activador del
plasminégeno de tipo *® y de metaloproteasas degradadoras de matriz
extracelular. Ademas, aumenta la expresién de Ieeaula de adhesion celular
vascular-1 (VCAM-1) y de la molécula de adhesidericelular-1 (ICAM-1)?17),

1.5.1.2. Angiogénesis
1.5.1.2.1. Vasculogénesis y angiogénesis fisiolagic

Este factor de crecimiento es esencial para ladordn vascular del embrién
asi como el desarrollo vascular postnatal.

Estudios en ratones han demostrado que la cardacia Unico alelo del gen
de VEGF provoca graves alteraciones en el desarsakcular del embrion,
causando su inviabilidad entre los dias 11 y 12idshrrolld®*® 2%

Debido a este motivo, se han utilizado estrateg@aso la inhibicion
selectiva del gen de VEGF mediante el sist&@nedoxP, o la admistracion del
inhibidor selectivo de VEGF mFIt(1-3)-1gG, parawshar las funciones de VEGF
en el desarrollo postnatal. La inhibicion de larespn del gen de VEGF por el
sistema CreloxP incrementa la tasa de mortalidad, con crecimierdgaral
atrofiado y alteraciones del desarrollo de los Bogasobre todo del higatfé®.

Por otro lado, la inhibicion de VEGF mediante lanadstracion de mFIt(1-
3)- IgG causa mortalidad y parada del crecimiedieminucion de la tasa de
proliferacion y alteraciones ultraestructuralescdtilas endoteliales y otros tipos

celulares, y cambios histolégicos y morfolégicoslicativos de fallo renal y
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hepatico. Las células endoteliales del higado ptase ademas un incremento del
indice apopt6tic&?°.

Otro papel de VEGF en el desarrollo postnatal eselulacion de la
formacién y crecimiento del hueso, ya que VEGF prewe la formacion de vasos
gue son esenciales para acoplar la desaparicionatiélago a la formacion del
hueso maduro.

Se ha comprobado que la inhibicion de VEGF causaomelteraciones a
medida que el desarrollo del animal avanza, y selpila dependencia de VEGF
en alglin momento en la cuarta semana de desdffSllo

En el animal adulto, la angiogénesis inducida pBGY¥ es esencial para el
desarrollo del cuerpo liteo y su funcién endocfifia También es importante en

la angiogénesis que tiene lugar en la cicatrizag®tas herida$??.
1.5.1.2.2. Angiogénesis patoldgica

Uno de los campos donde la accién de VEGF ha s@®estudiada ha sido
en la angiogénesis tumoral.

La expresion de VEGF es necesaria para la formad@&muevos vasos
sanguineos, necesarios a su vez para que el tugwmrceciendo una vez ha
alcanzado un tamafio critico (2-3 MnPor ejemplo, la administracién vivo de
anticuerpos anti VEGF, asi como de inhibidoresrée¢ptor VEGFR2 o la sobre-
expresion del receptor sFlt-1, provocd una mardakidicion del crecimiento en
ratones atimicos a los que se les habia implantéei@ntes tipos de tumor&4*
194, 223, 224.)

Ademas, la implantacion de células pluripotenciaesorionarias carentes
del gen de VEGF en ratones atimicos no causo maaftibn de tumores, mientras
que las células no mutadas dan lugar a teratocaneis muy vascularizad&s®.

VEGF es expresado por numerosas lineas celulanesralesin vitro asi
como por la mayoria de tumores sélidasvivo *°” 2% En los tumores, la
expresion de VEGF esta localizada sobre todo encéhdas tumorales, pero

también es expresado por células estromales y dmdas endoteliales de los
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nuevos vasos en formacion. La expresion de VEGEspscialmente elevada en
zonas hipoxicas adyacentes a las areas necroticas.

Existen otras patologias en las que existe relaeittne la expresion de
VEGF y la formacién de nuevos vasos sanguineosejanplo, VEGF tiene un
papel en la neovascularizacion intraocular quectieigar en la diabetes mellitus,
tras la oclusion de la vena central del ojo, errdagen nacidos prematuros tras una
hiperoxigenacion en la incubadora, o en la degeiteranaculat*®” 2% asi como

en otras patologias como la artritis reumatdiffé la psoriasis o la endometriosis
(227)

1.5.1.3. Permeabilidad vascular

VEGEF fue identificado en primer lugar como un fadecretado por células
de hepatocarcinoma que era capaz de inducir peiidedbvascular en la piel de
cobayas por el ensayo de Mil&¥).

Estudios posteriores han confirmado la capacidadvB&F de inducir
permeabilidad vascular utilizando este mismo ensByensayo de Miles permite
evaluar la potencia permeabilizante de una detainsustancia aplicada de
manera tépica en funcion de la cantidad de coler§mteviamente inyectado via
intravenosa) que pasa a la zona tratada de la piel.embargo, este ensayo
solamente detecta la cantidad de colorante ex@deasy no evalla el posible
efecto de las sustancias probadas en la hemodiadogal, o la activacién de
células inflamatorias, que podrian liberar otratdees permeabilizantes.

Tratando de evitar estos problemas, otros grupnsutibzado la técnica de
microoclusion de Landi§&?® para demostrar el efecto directo de VEGF en la
conductividad hidraulica y en la permeabilidad aalaimina en monocapas de
células endotelialeim vitro y en microvasos aislados de la circulacién meseaté
de rana y ratin situ “?® 2% Utilizando esta técnica, se ha demostrado que VEG
provoca una respuesta bifasica en la conductividabldulica, causando un
incremento agudo de unos pocos minutos de duraseguido de un aumento

crénico que dura 24 hor&8°.
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A nivel ultraestructural, existen cuatro vias maoias por las que tiene

lugar la extravasacion de fluido y solutos a trad&sendotelio:

organulos vesiculovacuolares,

fenestraciones,

poros transendoteliales

espacios o grietas interendotelidfé?.

Los organulos vesiculo-vacuolares son una serigedeefas vesiculas (50-
100 nm) conectadas entre ellas mediante fenestexique forman una cadena
continua que va desde el polo luminal de la célalg®lo basal.

Las fenestraciones son discontinuidades circuldeesinos 60 nandémetros
(nm) de diametro, que suelen aparecer en agrupesien los extremos de las
células endoteliales.

Los poros transendoteliales son aberturas celutpresal abrirse, comunican
el espacio apical con el basal.

Los espacios o grietas interendoteliales apareoero aoturas parciales de
las uniones de tipo estrechdight) que existen entre células endoteliales
adyacentes.

Se ha demostrado que la exposicion a VEGF indudertaaciéon de organulos
vesiculo-vacuolarem vivo @ 22 de fenestracionds vitro ein vivo ®** 23 y de
poros transendotelialés vivo “*?. De estas estructuras, la mas estudiada ha sido la
formacion de fenestraciones.

En adultos, se ha demostrado correlacion entreejakos con alta expresion
de VEGF y la presencia de endotelio fenestradmsmismo<®*. Asimismo, la
inyeccién de VEGHN vivo es capaz de inducir la aparicién de fenestracienes
capilares de tipo continu6® y la neovascularizacién que aparece en diferentes
tipos de tumores que expresan altos niveles de Vi#iIE un gran numero de
fenestracionés™.

Por otro lado, experiment@s vitro con células endoteliales han revelado que
la formacion de fenestraciones en respuesta a VIE&fiere una matriz
extracelular de idéntica composicién a la membraasal ®*®. En este mismo

estudio, la formacién de fenestraciones apareagaaina caveolas.
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La formacion de organulos vesiculo-vacuolares gatet efecto especifico
de la exposicién a VEGF, ya que no se observaartadcion de estas estructuras
en el incremento de permeabilidad tras la expasiaidistamina o al ionoforo de
calcio A23187%2),

En cuanto a los espacios interendoteliales, n@ssbkervado la aparicion de
estas ultraestructuras en respuesta a VEGF, awsgha demostrado que VEGF
causa la fosforilacién en células endotelialesageproteinas VE-cadheriffa® y
B-catenina®” de las unionesdherensy de ocludina y zona ocluden &®,
componentes de las uniones estrechas. Estos dajmsen que VEGF también
podria regular la permeabilidad interendotelialeteicto permeabilizante de VEGF
estd implicado en la formacién de ascitis o edem& tiene lugar en diversas
patologias, como el infarto de miocardio, el irdaderebral, la aterosclerosis,
diferentes tipos de cancer, la diabetes y la psisfa®.

Los mecanismos de sefializacion intracelular queaanesl incremento de la
permeabilidad en respuesta a VEGF no han sido sardiados como los que
promueven la respuesta angiogénica.

Segun la hipétesis propuesta por Dvorak etd! el incremento en la
permeabilidad vascular promovido por VEGF seriapaao mas de la respuesta
angiogénica, de manera que en primer lugar VEGKar&a extravasacion de
proteinas plasmaticas que formarian un gel extcal@asde fibrina que actuaria de
soporte para el crecimiento y migracion de laslaglendoteliales. Sin embargo,
cada vez hay mas evidencias que apuntan a quespaesta angiogénica y el
aumento de permeabilidad vascular en respuesta GF\¥6n independientes y
tienen lugar a través de vias diferentes de seftadiz. Por ejemplo, ratones
knockoutpara el gensrc o yes proteinas efectoras de la respuesta a VEGF,
presentan una formacion vascular normal pero nmetie induccion de
permeabilidad vascular en respuesta a VEGE

Estudios mas recientes indican que existen difesentmediadores
moleculares que actian como interruptores molegsildirigiendo la respuesta a
VEGF en proangiogénica o propermeabilizante.

Entre estas moléculas se encuentran PKC, p38 MARKpyoteina GTPasa

Rac ®*. Otras moléculas implicadas en la respuesta progmilidad de VEGF
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son las proteinas PyCAkt, ERK1/2, asi como el incremento de calcioaoelular

230y |a sintesis de N&*?),

1.5.1.4. Vasodilatacion

VEGF es un agente con propiedades vasorelajantesceiones de vasos y
con efecto hipotensan vivo.

La primera evidencia obtenida de la accion vasp@meiea de VEGF fue
obtenida por Ku et al. en 1.93% en arterias coronarias caninas.

Anteriormente, Brock et af®** habia demostrado en cultivos de células
HUVEC que la incubacion con VEGF causa la acumatacie inositol 1, 4, 5-
trifosfato y un aumento en la concentracion dé”Q@atracelular, siendo ambos
factores inductores de la sintesis de NO por cekitaoteliales.

Basandose en este trabajo, se investigé postemtenet efecto de VEGF en
el tono vascular de secciones de arterias coran@r@viamente contraidas con
prostaglandina F2 En este estudio, VEGF causoé vasorelajacion deeraajosis-
dependiente. Este efecto fue confirmado en tralbjagasteriores en secciones de
aorta toracica, vena cava inferior y arteria pularode conejo, y en corazones
porcinosin vitro 4.

También se ha demostrado el efecto hipotensor dguaion de VEGHN
vivo en ratas, conejos, cerdos y en humaff3s®*® La administraciénn vivo de
diferentes inhibidores de la sintasa del 6xiddadten los modelos experimentales
utilizados han confirmado que el descenso en laijmesanguinea causado por
VEGF es dependiente de la sintesis de/{®

Hay pocos estudios, y contradictorios, respectoué& ceceptor es el
responsable del efecto hipotensor de VEGF.

Malavaud et af*” demostraron que la administracién intravenosa mle u
agonista especifico del receptor VEGFR2 no causétef hemodinamicos en
ratas, deduciendo que la disminucion de la preaiterial media causada por el
VEGF se debia a otro receptor. En camhio estudio mas reciente realizado en
ratas demuestra que, aunque ambos receptores nedespuesta hipotensora del
VEGF, VEGFR?2 tendria un mayor protagonismo en espuest&*®).
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1.5.1.5. Otras funciones

Aparte de las células endoteliales, se ha demaestcat VEGF puede
promover proliferaciénn vitro en musculo liso de Gtefd™, células epiteliales de
pigmento retinian&>?, células de conducto pancreatico y células de Schif®.

También puede tener efectos indirectos en otross tipelulares, como
proliferacion y proteccién de hepatocitos frenta administracién de CCI4°?, o
proliferacién y migracién de células musculareadé®® de manera indirecta tras
su unién a células endoteliales, haciendo que é&staeten otros factores que
actGian en las células diana. En el trabajo de Letet al.**? se demuestra que
este efecto de VEGF estd mediado por su unionept@es VEGFR1.

VEGF es un agente quimiotactico para monocitos grafagos>>?, a través
de su unién al receptor VEGFRL1.

También se ha descubierto que puede promover tigfogénesis, y actuar
como un agente autocrino promoviendo superviveogcizotilidad en ciertos tipos
de células tumoralé®™),

Ademas, es un agente estimulante de la hematogoyesinatal y causa la
movilizacion de células pluripotenciales hematopiog8, atrayéndolas hacia

lugares en los que tiene lugar revascularizaééh
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1.5.2. ORGANIZACION DEL GEN Y PROPIEDADES DE LAS
ISOFORMAS DE VEGF

La localizacién cromosémica del gen de VEGF humesiép21.3%"). Este
gen esta compuesto por ocho exones y siete introaesina region codificante de
una longitud aproximada de 14 kb. A partir de gstie se generan 5 isoformas por
proceso de corte y empalme alternativo, que tiemetamano de 121, 145, 165,
189 y 206 aminoacidd&®: 169 204. 258, 259)

Las propiedades bioguimicas de las diferentes rnis@® dependen en gran
parte de su capacidad o no de unién a heparinafoyesta determinado por la
presencia de los exones 6y 7.

A la isoforma VEGH;; le faltan estos dos exones, por lo que no pueniseun
a la matriz extracelular y es una proteina totatsdifundible.

La isoforma VEGIs carece de un fragmento del exon 6 y de la tothliba
exén 7,y a la isoforma VEG§s le falta el exdn 6, por lo que una vez secretadas
una parte queda retenida en al matriz extracejutéira difunde libremente.

VEGFg9 sOlo carece de una parte del exén 6 y tiene userdion de 24
aminoacidos ricos en restos basicos y VEfesEontiene todos los exones, por lo
gue estas isoformas quedan totalmente secueseadasmatriz extracelular. No
obstante, tras la accion de diferentes enzimas darheparinasa, la uroquinasa o
la plasmina se puede liberar un fragmento de llha@widos con actividad
biologica.

Esto sugiere que las diferentes isoformas de VEGHrign estar
biodisponibles mediante difusién libre o tras laxi@es de proteasas sobre las
isoformas méas grand&g’: 2%°)

VEGF6s €s la isoforma predominante secretada tanto gatasénormales
como anormale$>® 2°9)

Las transcripciones de VEGIkYy VEGF g, Se pueden detectar en la mayoria
de células que expresan el gen VE&E?>)

Por el contrario VEGJgs es una isoforma de presentacion poco habfttial
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La proteina nativa de VEGF (VEG@H) es una glucoproteina de 45 kDa,
basica, homodimérica con varios puentes disulfom@ ie intercatenarios. Los dos
monomeros se asocian de forma antiparalela, y ducecén implica la pérdida
total de su actividad biol6gi¢&?

La isoforma VEGI;; es un péptido con propiedades de acido deébil que n
liga heparina, mientras que las isoformas VEGY¥ VEGR0s son las mas basicas
y se fijan a la heparina con mayor afinidad que Y&

Las isoformas VEGHE1 y VEGFgs5 son las mas frecuentemente expresadas
por la mayoria de tipos celulares, tanto en situeas fisiologicas como
patoldgicas’® 9"

VEGFg9 también es detectado en muchos tipos celulareselRmntrario,
VEGF45 parece ser expresada Unicamente en células dasivdd 6Organos
reproductores, y VEGHs en mastocito§°".

VEGF2; es una proteina soluble; no obstante existe urceptaje
significativo de VEGIs5 que, una vez segregada, queda unido a la superfici
celular y a la matriz extracelul&P®.

VEGF59 Y VEGF,06 quedan secuestradas casi por completo en la matriz
extracelular pero pueden ser liberadas a una f@mwhible mediante heparina o
heparinas&’®®. Estas formas largas también pueden ser libepalak plasmina
tras realizar una division a nivel del extremo ocaiterminal®® 26%)

La activacion del plasmindgeno y la generacion ldsrpina han mostrado
tener un papel importante en la cascada angiog&fifteEstos procesos también
juegan un papel importante en la progresion loah Yya capacidad metastasica de
las células tumoral&8§>.

Existen evidencias experimentales que apoyan ldateme los factores de
crecimiento “almacenados” en la matriz extracelyldberados tras la degradacion
de la misma juegan un papel fundamental en losepoc citado$®®®. Asi, la
proteolisis de VEGF también parece tener lugarivo de una manera similar. La
generacion de VEGF bioactivo por divisibn proteécdit parece tener especial
importancia en el microambiente tumoral donde ehento de expresion de las

proteasas, incluyendo los activadores del plasneindgesta bien document&6a
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Estudios relativamente recientes, realizados pgt Keal®®® a mitad de la
década de los noventa, realizando una proteolsi¥ GF mediante plasmina
mostraron que ésta escindia VEgFen un fragmento de 110 aminoé&cidos sin
afinidad por la heparina (VEGf) y en un fragmento de 55 aminoacidos
(constituido por el extremo carboxiterminal) conpaeidad para unirse a la
heparina. Los mismo autores demostraron que elptodcton actividad biologica
de la accion de la plasmina se compone de los psn&l0 aminoacidos del
extremo NH terminal de VEGF, careciendo el polipéptido deltremo
carboxiterminal de afinidad por los receptores &&¥. No obstante, la pérdida de
la capacidad fijadora de heparina (que reside eex@kemo carboxiterminal,
aminoacidos 111-165) conllevaba una pérdida notdbéléa capacidad de inducir
mitosis de las células endoteliales. La potenciagenica VEGIq era cien veces

menor que la que posee VEfaf
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1.5.3. REGULACION DE LA EXPRESION DE VEGF

Son varios los mecanismos que han mostrado estplicados en la
regulacion de la expresion del gen de VEGF, enti@sola hipoxia, factores de
crecimiento, mutaciones de p53, estrogenos, hormicmestimulante (TSH) y el
6éxido nitrico®®®. Entre todos ellos la presién parcial de oxiggr®,) juega un
papel fundamentat’™.

Se ha apreciado un aumento en la expresion de \AR3¥n cuando se
someten diversos tipos de cultivos celulares aha(as.

En los glioblastomas multiformes y en otros tumooes componente
necrotico importante, VEGF-ARNmM esta expresadoéulas tumorales que estan
yuxtapuestas a areas de necrosis, sugiriendo duedsia es uno de los inductores
principales de la expresion génica de VEGF en etestto de un microambiente
tumoral.

Bajo condiciones hipoxicas los factores de traps@in inducibles por
hipoxia-lo. (HIF1a) y HIF20 son estabilizados y traslocados al nucleo donde en
colaboracion con otro factor relacionado denomin&tdBp activan el gen de
VEGF a través de un elemento especifico denomiessinento de respuesta a la
hipoxia (HRE)®®%.

La expresion de VEGF-ARNm puede ser inducida, efitivos de
gueratinocitos, por varias citosinas como EGF, BGHKGF.

El tratamiento de cultivos latentes de lineas eehs epiteliales y
fibroblasticas con TGB-provoco una induccion de la expresion de VEGF-ARNmM
asi como la liberacion de la propia glucoproteim&lemedio de cultivo, sugiriendo
gque VEGF pueda comportase como un mediador paocagpara agentes
angiogénicos de accion indirecta como el TF-

La interleuquina B induce la expresion de VEGF en las células musesila
lisas adrticas de la rata. Tanto la interleuquinacémo la prostaglandinazE
(PGE) han mostrado tener la capacidad de inducir laesiin de VEGF en
cultivos de fibroblastos sinoviales, postulandosé la participacion de estas

sustancias en la angiogénesis de los procesomatihaios.
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Del mismo modo se ha probado que algunas mutacismescapaces de
inducir la expresiéon génica de VEGF. Asi, una formaada del gen supresor p53
murino induce la expresion de VEGF-ARNm. Tambiérhaadentificado tanto la
mutacion como amplificacion del geas estimula la expresién de VEGF. Este
efecto se veia anulado cuando se utilizaban intiegl de ras como la
farnesiltransferasa. Del mismo modo, la sobreexmesev-raf y v-Srclleva a una
estimulacion de la expresion de VEGF.

En resumen, diversas alteraciones en los mecanidenagulacion celulares,
no relacionadas entre si, conllevan a una estindulate la expresion de VEGF,
sugiriendo gue éste sea una via final comun paagouwiiferacion incontrolada in

vivo %84
1.5.3.1. Hipoxia

La hipoxia es el principal regulador de la expresi@ VEGF tantan vitro
comoin vivo 497,

El significado fisiologico de la induccion de lapegsion de VEGF en
respuesta a hipoxia seria el mejorar el aportexdigeno a zonas en las que la
perfusioén tisular ha sido interrumpida por algurtivm

Dentro de la célula, la regulacion de VEGF por kigotiene lugar a
diferentes niveles. En primer lugar, la disminucitinla tension de oxigeno causa
un aumento de la transcripcion del gen de VEGF awéf del factor de
transcripcion HIF1, que es explicado en detall@lesiguiente punto. En situacion
de hipoxia, HIF1 es estabilizado y se une a un ekonde respuesta a hipoxia
situado a 1 kb hacia arriba del sitio de iniciotid@scripcién. Una vez sintetizado
el ARNm de VEGF, este se une a la proteina HuRasqiroteinas que inhiben la
degradacion del transcrito en condiciones de hg6%¥. Ademas, el transporte de
VEGF del reticulo endoplasmatico al complejo degGekta controlado por la
chaperona ORP150, que es inducible por hip8%a
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1.5.3.2. Factor inducible por hipoxia-1 (HIF1)

HIF-1 es el principal responsable de la respuesitdar, local y sistémica a
la hipoxia.

Fue descubierto en el afio 1.992 por Semenza y &hgomo un factor nuclear
gue se unia al promotor del gen de la eritropogalimcamente en condiciones de
hipoxia.

HIF1 es un heterodimero compuesto por una suburidd®0 kDa, HIF4,

y otra subunidad de 91-94 kDa llamada HP--4 ARNT (@ryl hydrocarbon
nuclear translocator. Las dos subunidades pertenecen a la familiaateipas con
capacidad de union a ADN denominabflasic helix-loop-heliPAS (bHLHPAS).

HIF1B se expresa de manera ubicua en las células defenasny no esta
regulado por hipoxia. Ademas, puede dimerizar doosamiembros de la familia
de proteinas bHLHPAS, como AhRryl hydrocarbon receptdry formar parte de
otros complejos proteicos.

Por el contrario, la expresion de HiFEst4 finamente regulada por la
concentracion de oxigeno. Habitualmente en comsiade normoxia HIFdl es
indetectable, a pesar de que hay expresion cansdittanto del gen como de la
proteina. Esto es debido a que en condiciones tesrda Q HIF1a es hidroxilado
en dos residuos de prolina (Pro402 y Pro564) pa HiF-prolil hidroxilasa
dependiente de oxigeno. Esta modificacion hacesgaeeconocido por la proteina
Von Hippel-Lindau(pVHL), que forma parte de un complejo ubiquitiigaka, y
que causa la ubiquitinacién de HtF su degradacion por el proteasdfi&l

Cuando disminuye la tensiéon de oxigeno, HIFb es hidroxilado y, por
tanto, ya no es degradado por el proteasoma. Ersiggacion HIF& es activado
mediante fosforilacion por ERK1/2, es translocatoleleo donde dimeriza con
HIF1B y se une a la secuencia consenso de union a HHBAGTG (HBS HIF-1
binding sitg, que se encuentra en los elementos de respudsizoxda (HRE)
presentes en los promotores de los genes diarstaléaetor de transcripcion.

Finalmente, para poder activar la transcripcionseéauencia consenso no

debe estar metilada, HIF1 debe unirse a coactiead(por ejemplo CBP/p300,
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SRC-1 o TIF-1) y a otros factores de transcripciGomo AP1, HNF4 o
ATF1/CREBL para formar un complejo transcripcicio#imente funcionaf®®.

Ademas de HIFL, se han identificado otras dos proteinas de lalitgm
HIF2a 0 EPAS e HIF8 ®’, que también son reguladas por la tensién de oaige
La expresion de estas dos subunidades estd mAsgidst y tienen similaridades
estructurales y funcionales con HiFasi que es posible que tengan funciones
redundantes.

Por otro lado, también se han encontrado antagasnisturales de Hlll
IPAS, una variante de Hlle3 aHIF, un ARN antisentido complementario a la
region 3" no traducida de HIk1HIFla:Z, una isoforma carente del exén 12
inducible por zinc; y una isoforma de HiEtarente de los exones 11 y 12 que
actia como dominante negati?6”. El hallazgo de estos antagonistas es reciente

por lo que aun se desconoce su relevancia fistdogi
1.5.3.3. Hormonas y citoquinas

Existen numerosos trabajos que describen la indncde VEGF, tanto a
nivel de ARNm como de proteina, por efecto de difegs factores de crecimiento,
citoquinas, hormonas y otros agentes en diferdipes celulare§ 2"

- Entre los factores de crecimiento: EGF, TRKGF, IGF1, FGF2, HGF.

- Citoquinas: TNFw, IL1B, IL6, IL1a, IL13, GMCSF, IL5, IL12, MCP1.

- Hormonas: TSH, ACTH, Insulina, hormonas esteroidAaagiotensina Il.

- Oftros: PGE, PGE, gestacion, acidosis, adenosina, lactato, his@amin

relaxina, trombina.
1.5.3.4. Diferenciacion y transformacion celular

Se han detectado incremento de la expresién de V&GBituaciones de
diferenciacion y transformacion celular. Por ejempke ha detectado un
incremento en la expresion de VEGF-ARNmM duranteolaversion de células 3T3
del estado de preadipocito al de adipocito, y derkndiferenciacion miogénica de
células C2C187.
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En cuanto a la transformacion, se ha demostrado nquiaciones o la
amplificacion deras causan un incremento en la sintesis de VEGF. Tandgidha
detectado un aumento en la expresion génica de VPGF mutaciones

inactivadoras del gen supresor de tumores von Higpdau "2,
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1.5.4. RECEPTORES DE VEGF

Hasta el momento se han identificado 4 receptorfesedtes a los que se
pueden unir los miembros de la familia de VEGF (Fag4).

Tres de ellos, receptor 1 de VEGF (VEGFR1 o FItMBEGFR2 (también
Flk-1 y KDR) y VEGFR3 (o Flt-4) son receptores tipb tirosin cinas& .

El cuarto, neuropilina-1 (NP1), es una proteinasm@embrana sin actividad
tirosin cinasa.

Ademas, algunos miembros de la familia VEGF puedeirse a los
heparinsulfatos de la matriz extracelular.

Flt-1 (fms-like tyrosine kinase 1) y KDR (kinases@ért domain containing
receptor) se unen a VEGF con gran afinidad.

Flk-1 (fetal liver kinase 1), el homdlogo murino K®R, comparte un 85%
de su secuencia con el KDR humano.

Flt-4 0 VEGFR-3 se expresa en vasos linfatié68 VEGF-A no se une a
este receptor, siendo sus agonistas VEGF-C y VEGEB™)

1.5.4.1. Receptores tirosin cinasa VEGFR1 y VEGFR2

En 1.990 se descubrid la existencia de recept@pscéicos para VEGF
mediante experimentos de fijacion y entrecruzaroiemosteriormente fueron
identificados los genes VEGFRL1 (o Flt-1) y VEGFR#r(bién FIk-1 y KDR), que
codifican receptores especificos para VEE&E2"") Los dos receptores comparten
un 44% de homologia en su secuencia aminoacidicanjuntamente con el
receptor VEGFR3 estan relacionados estructuralnmartda familia de receptores
del factor de crecimiento derivado de plaquetas.

Los receptores VEGFR1 y VEGFR2 son proteinas de breema con siete
dominios de similitud a immunoglobulina (Ig) en parte extracelular, una Gnica
region transmembrana hidrofébica y una secuendigestso tirosin cinasa en su
parte citoplasmatica, que a su vez presenta lacidsede un dominio sin actividad

catalitica®”®.
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Estudios de mutagénesis puntual, delecion de domily y de receptores
guimera han revelado que el segundo dominio coititsicha immunoglobulina de
ambos receptores es el responsable de la unionGFVmientras que el tercer
dominio ayuda a mantener la estructura necesari lpaunion a VEGFE®, El
cuarto dominio del receptor VEGFR1 contiene a sm ua dominio para la
dimerizacion del receptor, y se cree que en elptec&/ EGFR2 tendria la misma
funcién, aunque no existen datos experimentalesapgagen esta idea.

Los dos receptores pueden unir todas las isofod®asEGF-A.

El receptor VEGFR1 presenta una mayor afinidad \leGF (Kd 16-114
pM) @) que el receptor VEGFR2 (Kd de 0.4-1 nM) pero stivilad tirosin
cinasa es men&®* 27®)

VEGF se une preferentemente a homodimeros de cecd@ambién puede
unirse a monomeros de receptor, pero la afiniddd@s/eces menor.

Existen dos isoformas del receptor VEGFR1, formamasproceso de corte
y empalme alternativo de un unico gen. Una de dialsigar al receptor VEGFR1,
mientras que la segunda isoforma da lugar a unaaulal soluble que carece del
séptimo dominio con similitud a immunoglobulinadeiminio transmembrana y el
citoplasmatico®® Esta isoforma fue identificada en células HUVE®) y es
capaz de unirse a VEGF con gran afinidad (Kd de@@M) y de inhibir la
mitogénesis inducida por VEGF.

Los receptores VEGFR1 y VEGFR2 se expresan cotigiituente y de
manera caracteristica en el endotelio vasculaguihay otros tipos celulares que
pueden expresarlos. Ambos receptores son exprepadds/ersos tipos de células
tumorales y por células progenitoras hematopoyetid8EGFR1 se expresa
también en monocitos, trofoblastos y células mdssesy vy VEGFR2 en
megacariocitos y células progenitoras retinidffas

Estudios con ratonesnock outhan demostrado que tanto VEGFR1 como
VEGFR2 son imprescindibles para la formacion vascdél embriér?®®),

En el organismo adulto, la unién de VEGF a unoro cdéceptor da lugar a
respuestas diferentes. Mientras que la mayoriaasladspuestas funcionales de

VEGF, en células endoteliales especialmente, sodiati&s por el receptor



Introduccion 61

VEGFR2, no esta claro si el receptor VEGFR1 es zajm transmitir sefiales
bioldgicamente significativas en este tipo celular.

Hay evidencias que apuntan a que la principal &mdel receptor VEGFR1
en el adulto es la de ser un regulador negativo/EEFR2. Por ejemplo, la
existencia de una isoforma soluble de VEGFR1 quebénla migracion y la
proliferacién endoteliales inducidas por VEGF avésade VEGFRZ?®Y o la
presencia de un motivo corto (ANGG) en la zona gurdmbrana de VEGFR1 que
puede suprimir la sefializacion y la migracion @luhducidas por la activacion
del receptor VEGFRZ%,

Sin embargo, VEGFR1 es capaz de transmitir sei@alegespuesta a VEGF
en otros tipos celulares diferentes a células elidt#s. La respuesta biolégica
mejor caracterizada de este receptor es la estidolade la migracion en
monocitos®?),

La mayoria de respuestas bioldgicas de VEGF tidugar tras la union a
VEGFR2. Al unirse, este receptor dimeriza y sevaatnediante transfosforilacion
de los residuos Y951, Y996, Y1054 e Y1059, situadms el dominio
citoplasmatico cinasa. Tras su activacion se asacdiferentes proteinas con
dominios SH2, como son Grb2, Nck, Shc y las prateifosfatasa SHP1 y
SHP2Y?. A través de este receptor VEGF estimula la prodacde NO, el
incremento de la expresién de ARNm y proteina d®@®Nmovilizacion de C3
proliferacion, migracion, activacion de PL§ ERK, de la via PI3K/Akt y c-Src en
células endoteliales.

Otros miembros de la familia de VEGF como PIGF yOH=B se unen y
activan a Flt-1 exclusivamente. Sin embargo, ndhae identificado agonistas
selectivos, en el ser humano, para KDR; aunque @gaval®®® han identificado
un ligando que denominaron VEGKA (codificado en el genoma de
parapoxvirus Orf NZ7) que se une y activa espeaxutiente al receptor KDR pero

no al receptor Flt-1.
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1.5.4.2. Neuropilinas (NP)

Las neuropilinas 1 y 2 (NP1 y NP2) son proteinamgmembrana, sin
actividad tirosin cinasa, originalmente identifiaadcomo receptores de los
miembros de la familia de polipéptidos semaforiolafesina, que estan implicados
en la inhibicién del crecimiento de los conos neswis®e°)

Posteriormente fueron identificadas en células &fidées, y en lineas
celulares de cancer de mama y de préstata, asi sancapacidad de unién a la
isoforma VEGHes (Kd 0.3 nM).

La proteina NP 1 también puede unirse a otros nresnbe la familia de
VEGF, como VEGF-B y PIGF-8% 289 y NP 2 a la isoforma VEGH

En la parte extracelular las NP tienen dos domid®snion a complemento,
dos dominios de homologia al factor de coagula@iill, y un dominio meprina
(MAM) que es importante para la dimerizacion derlasropilinas. Ademas tienen
un fragmento transmembrana, y un dominio citopldsméorto de 40 amino
acidos sin actividad tirosin cinasa (Figur&#).

Al igual que los receptores VEGFR1 y VEGFR2, esisdin ratoneknock
out han demostrado que NP1 es un regulador esencié éormacion de la
vascularizacién embrionaria.

La accion de las neuropilinas seria la de actuanocaorreceptores de
VEGF,65 formando un complejo con los receptores tirosiasa de VEGF y

potenciando asf la actividad de e<t8s2%°)
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VEGF-A VEGF-A
VEGF-B VEGF-C
FIGF VEGF-D! VEGF 4
VEGF-B
VEGF-E
Ig like foop 1 PIGF
—_—
Daminio de
union a WEGF
Diaminios
Dominio de Clrs
dimerizacion
Dliaminios
Fvavi
r
Iy like loop 7 } Dominio MAM
VEGFR1
S%Lfﬁal]‘E Durn_ inic_-)de
]' _ insercian { NEURCPILINA
tirosina quinasa
VEGFR1 VEGFR2
[Flt-1) (KDRSIk-1)

Figura 4: Caracteristicas de los receptores de VEGH.os receptores tirosin cinasa
VEGFRL1 (Fltl) y VEGFR2 (KDR o flk1) estan formadosr un dominio extracelular con
7 dominios de similitud a inmunoglobulina, un Gnamminio hidrofébico transmembrana
y un dominio citoplasmatico con un Unico dominidatitico interrumpido por la inserciéon
de un dominio no catalitico, denominado dominioirdercion tirosin cinasa. Existe una
isoforma del receptor VEGFR1 soluble, que carecdodedominios transmembrana y
citoplasmatico. Neuropilina es un receptor transhrama sin actividad tirosin cinasa
formado 5 dominios extracelulares, 2 de ellos comdiogia a los componentes del
complemento Clr y Cls, 2 dominios con homologiasadominios C1 y C2 de los
factores de coagulacion V y VIII, y un dominio ceomologia MAM, ademés de un solo
dominio transmembrana y un dominio citoplasméticotac Adaptado de Neufeldt

al.®?)
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1.5.5. VEGF Y CANCER

Como hemos visto VEGF juega un papel muy importanté proliferacion
de las células endoteliales, permeabilidad vasguar la regulacion fisiologica y
fisiopatolégica de la angiogéne&¥.

Este factor de crecimiento se expresa en muchozrésthumano$®®, como
el cancer de préstata, neoplasias pulmon@f@stumores tiroideo§®?, canceres
de mamd®® tumores del tracto gastrointestif&’, carcinomas hepatocelulares
(287) neoplasias renales y vesicil&4 tumores ovarico$®®, carcinomas de cérvix
uterino®?, angiosarcomas$’®y tumores intracraneal&§®.

El ARNm de VEGF est4 expresado en las células tal@®mpero no en las
células endoteliales. Por el contrario, el ARNmHttel y KDR esta expresado en
las células endoteliales. Esta distribucion apeyaibodtesis de que VEGF es un
mediador paracrino directo de la angiogénesis talmaron la capacidad de
promover el crecimiento tumoral y las metastg8?s

Una excepcion es el angiosarcoma cuyas célulagsprtanto ARNm para
VEGF como para Flt-1, sugiriendo la posibilidad gmeesta neoplasia VEGF sea
un factor autocrind’®.

Se han realizado varias estudios para medir loslesvséricos de VEGF
como potenciales indicadores clinicos con valon@stico®32)

Se ha comprobado la presencia de niveles sériceslmgados de VEGF en
pacientes con una variedad de canceres que enblacm normal y con una
correlacién positiva con la presencia de enfermedetstasic£®® 2%

También se ha observado correlacion de nivelesosede VEGF con el
estadio en pacientes con céncer colorectal, igudbmen casos de cancer de
pulmén microcitico y estar asociado con una matdueion 77 185

Asimismo se ha demostrado la existencia de unaelesién entre la
expresion de VEGF y la densidad microvascular epgmaciones histopatologicas
de cancer de mama, asi como la existencia de wc@mea®n entre la expresion de
VEGF vy el intervalo libre de enfermedad, siend@ esenor en tumores ricos en
VEGF %92,
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Sin embargo, el analisis de otros tumores solidosjo el melanoma maligno,

sugieren que VEGF no es Util como indicador prano$t®).
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1.6. FAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
FIBROBLASTICO (FGF)

La familia del factor de crecimiento fibroblastiféGF) consta de una serie
de factores de crecimiento que muestran actividédgénica hacia una gran
variedad de células de origen mesenquimal, neurpregitelial. Como pueden
unirse y realizar sus funciones con heparina tamb&han denominado factores
de crecimiento ligados a heparina (HB&EY.

Se han descrito 23 factores de crecimiento defastifia hasta la actualidad.
Comprende dos miembros prototipicos, aFGF y bFGFcamo 21 factores de
crecimiento mas relacionad@*2%°)

Estos factores de crecimiento estan involucradosmerchos procesos
biolégicos durante el desarrollo embrionario, cigatién, hematopoyesis y
angiogénesis. Juegan un papel clave en el desadellvarios 6rganos vy tejidos
entre los que se incluyen extremidades, pulménebcer foliculos pilosos y
queratinocitod®*®. Hay muy pocos 6rganos (tal vez ninguno) en laslguamilia
de FGF no esté implicada de alguna forma en surdéea Por lo tanto, como
reguladores de la organogénesis en general norg®isdente que tambien estén
implicados en el desarrollo embrionario prostatiéd

Por otro lado, la familia de FGF no sélo regulalesarrollo normal de los
organos y tejidos sino que también estan implicamtosl desarrollo y progresion
tumoral®®),

Los factores de crecimiento pertenecientes a astdid regulan la induccion
de metaloproteinasas (MMP) en tumores renales,efigavy de prostata. Estas
MMP degradan las proteinas de la matriz extraceliaeailitando la metéstasis
tumoral®®),

Debido a sus potentes propiedades angiogénicas; gHEGF son los que
mas se han estudiado, sin embargo, hay evideneiagud otros factores de
crecimiento de esta familia juegan un papel cruemtumores renales, vesicales,
testiculares y prostatic&8*2")

La alteracion en la expresion de FGF puede tenes @fiectos variables,

incluyendo el estimulo de la proliferacion o laibibion de la muerte celular.
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Esta familia de factores de crecimiento represemta de las mayores
familias de polipéptidos de crecimiento y factadesdiferenciacion para células de
origen mesodérmico y neuroectodérnfitd.

Una caracteristica comun a todos los miembros te familia es que su
unién a heparina y heparinsulfatos, que los protegela degradacidf’® 31°)

Como otros factores de crecimiento sus sefialesn est@diadas por
receptores celulares tirosin cinasas. Se han aisladtro receptores de FGE*
311313 por la expresion de distintas uniones es pogiale cuatro genes de
receptores de FGF codificar una extensa variedadlifdeentes isoformas de
receptores para lograr el tipo que es necesar@a lparespuesta a los diferentes
FGF y establecer una sefial especffita®?

Se atribuyen un gran numero de funciones a la if@mnde FGF. Son
mitogénicos para muchos tipos celulares, tantcelkgdit's como mesenquimales.
Estas propiedades y otras son esenciales en etalksambrionario.

En el adulto, FGF esta implicado en los procesthanratorios, cicatrizacion
de las heridas, hematopoyesis y angiogétitsis® Ademas de la estimulacién de
la angiogénesis, FGF ha mostrado aumentar la widasi de una variedad de tipos
de células tumorales de la prostata, vejiga, rifidama y pancreas confiriendo
importantes propiedades para FGF durante la priograsmoral®®-32?

Varios estudios que han analizado el mecanismoedales de FGF han
revelado una compleja red de sefiales entre FGFreugptores, su proteina
ligadora (FGF-BP) y glucosaminglicanos que modidasefial de FGE233%)

Hay una gran evidencia que FGF juega un papel area tumores de préstata,

vejiga, rifion y testicul§”.
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1.6.1. FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO BASICO ( bFGF)
1.6.1.1. Estructura del gen y funciones

La familia de FGF esta compuesta por un grupo d®ras de crecimiento
polipeptidicos relacionados estructuralmente. Hastéatualidad se han descrito 23
factores de crecimiento pertenecientes a esta ifamilse han ido numerando
consecutivamente desde FGF-1 hasta FGE?23

Uno de los FGF mejor caracterizados es el denomifR&F basico (bFGF o
FGF-2). Fue purificado en 1.975 de la glandula itaitia bovina por
GospodarowicZ**®). Esta considerado como el factor prototipico dede esta
familia (Figura 5)3%®).

El polipéptido bFGF tiene una gran afinidad por leparinsulfatos y
glucosaminglicanos, que son constituyentes muy itaptes de la matriz
extracelular®® 32" |a unién de bFGF con heparinsulfatos y glucosglitianos
de la matriz extracelular crea una reserva locddfl@F en la superficie celular y

los protege de la desnaturalizacion y degradadioteglitica®®: 3%

Figura 5: Estructura tridimensional de bFGF.
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El genoma humano tiene sélo una copia del gen GFI5E® y esta localizado en
el cromosoma 4q 26-279, tiene un tamario de 40 kb y codifica tres exoneg m
separados entre si por dos grandes intr6A®sE| primer intrén separa el codén 60
y 61; el segundo intrén separa el codén 94 {85

En la tabla 5 estan representadas las localizaxiormnosdmicas de los genes de
los distintos FGF conocidd%>),

Humanos Ratones
Gen Localizacién Gen _ Localizacion
FGFI 5q31 Fefl 18
FGF2 4q26-27 Far2 3A2-B
FGF3 lgl3 Fgf3 7F
FGF4 l1g13.3 Ferd 7F
FGF5 4q21 Fefs SEI-F
FGF6 12p13 Fef6 6F3-GI
FGF7 15q15-21.1 Fgf7 2F-G
FGF8 10g24 Fef8 19C3-D
FGF9 13g11-ql2 Fafd 14D
FGF1G Spl2-pl3 Fgfl0 13A3-A4
FGF! I 17pl3.1 Fefll -
(FHF3)
FGFi2 3928 Fgr12 16B1-B3
(FHFI)
FGF13 Xq26 Fgr13 X
(FHF2)
FGF14 13934 Fgrl4 14
{FHF4)
- Fgf15% 7F
FGFI4 - Ferlé -
FGFI7 8p2l Fer17 14
FGF18 5q34 Fgris -
FGF19% l1gl3.1 -
FGF26  8p21.3-p22 Fgr20 -
FGF21  19q13.1-gter Ferzl -
FGF22 19p13.3 Fgr22 -
FGF23 12p13.3 Fgr23 6F3-GI

Tabla 5: Localizaciones cromosémicas de FGF conocidos erahas y ratones.



Introduccion 70

Del gen de bFGF pueden derivarse cuatro isoforrafyseptidicas diferentes
con pesos moleculares de 18 kDa, 22,5 kDa, 23,1ykP2g2 kDa respectivamente.

La isoforma de 18 kDa tiene un 55% de secuencidizg®#a FGF-1 (aFGF).
Algunas de las formas méas grandes de esta proseifacalizan en el nucleo
celular®3% 333)

También se han aislado diferentes isoformas de ¢diciores de crecimiento
de esta familia como FGF-1 o aFGF (FGF acido), BGH-AIGF (factor de
crecimiento inducido por androgenos) y FGF-13.

Los factores bFGF, FGF-1, FGF-9 y FGF-11 al FGedrcen de una sefal
de secuencia peptidica de secretdh®*?

El factor bFGF contiene cuatro residuos de cistefnbbs aa 26, 70, 88 y 93.
Mientras que las cisteinas en la posicion 26 yeQ8omservan las de las posiciones
70 y 88 estan ausentes o localizados en otra partdros FGF. La mutacion de
estas cuatro cisteinas por serinas resulta en rtaipa con la misma estructura
secundaria e igual actividad mitogénica para lakla® 3T3 como bFGF
sugiriendo que la formacién de puentes disulfuro @ importante para la
estructura secundaria y actividad mitogénica defbFG

También se ha observado que bFGF es un sustratdapisforilacion por la
proteina cinasa C (PKC) y A (PKA). PKC fosforiliaabFGF en la serina 64, sin
embargo esto no tiene ningun efecto en su actiii@dgica, capacidad de unirse
a la heparina y/o a su receptor. Por otro lado, R#toriliza bFGF a nivel de
tirosina 112 en la zona la zona de unién de bFGIgoahinio del receptor,
resultando una unién de 3 a 8 veces mejor. No@sta como esta regulada la
fosforilacion de bFGF y qué papel fisioldgico pusdeoner para su activid&d®.

Se ha observado que varios oncogenes estan reldomrestructuralmente
con FGF, son un grupo diverso y se han identificadoel sarcoma de Kaposi
(oncogérkKS3, en el cancer gastrico humano (oncoléi cancer de mama en el
ratén (oncogéint-2) y en el tumor vesical (oncogeR&F-5) 3%,

El oncogén KS3 parece ser el mismo quiestél las secuencias de éstos son
idénticas en un 45% con la secuencia de bFGF.

El oncogérFGF-5tiene un 44% de secuencia idéntica a bFGF.
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Estos resultados son intrigantes en vista de ldazgas que FGF no soélo
estimula la division de las células derivadas debadermo o neuroectodermo,
sino que también son potentes agentes angiogémieopromueven el crecimiento
de nuevos vasd¥?®.

Como hemos descrito anteriormente, la formacidnndevos vasos es
esencial para que los tumores soélidos adquierartanrafio significativo. La
produccion de FGF o proteinas relacionadas podnimnees contribuir al
desarrollo de tumores solidos por sus efectos endilasion celular vy
angiogénesf&™).

Hay varias hipotesis para explicar la liberacionFd&- de la célula: dafio
mecanico de la membrana plasmatica con la consiguideracion de FGF de la
célula o la formacién de un complejo entre el FGEng proteina transportadora
con la posterior cosecreciéi* 3*®

Estos factores de crecimiento median su sefialésmde receptores celulares
para inducir numerosos efectos biologi¢¥s>"® Una de las funciones mejor
caracterizadas es la induccién de neovascularizattiéante los estadios iniciales
del desarrollo tumoraf” 336-339)

En la tabla 6 se muestran los tipos celulares slosrgue interactua bFGF
produciendo un efecto mitégeno o afectando a serafitiacion®®. Como se
puede observar afecta a un amplio espectro de tiphdares mesodérmicas y

neuroectodémicas.
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CELULAS DIPLOIDES NORMALES

Células de la glia y astroglia + (D)
Oligodendrocitos + (D)
Células de Schwann +
Células trabeculares +
Células endoteliales de capilares, grandes vasadgcardio + (D)
Células endoteliales corneales + (D)
Fibroblastos +
Mioblastos + (D)
Musculatura lisa vascular +
Condrocitos + (D)
Osteoblastos +
Células del blastema +
Células de la corteza suprarenal +
Células de la granulosa +
Células epiteliales prostaticas +
Células mesoteliales +
Células neuronales +
LINEAS CELULARES

Rat fibroblast-I +
Balb/c 3T3 +
Swiss 3T3 +
BHK-21 +
A-204 Rhabdomyosarcoma +
PC-12 (D)

+ : efecto positivo en la proliferacion celular){hduce diferenciacion.

Tabla 6: Tipos celulares sobre los que interactua bFGF.
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1.6.1.2. Actividades bioldgicas
1.6.1.2.1. Angiogénesis y cicatrizacion de las heais

El papel bien caracterizado de bFGF y aFGF comiifale crecimiento de
células endoteliales y fibroblastos sugiere que funaién bioldgica significativa
de esta familia de factores de crecimiento conststala de ser reguladores
positivos de la angiogéne$ts 2%

El factor bFGF induce la migracién proliferaciémlijerenciacion de células
endoteliales, es decir, es un factor angiogénia.nligracion y proliferacion
inducida por bFGF en las células endoteliales faticia en nuevas estructuras
vasculare§®® 3%8)

Durante la angiogénesis, bFGF regula las activelade moléculas
extracelulares incluyendo colagenasas, proteinasdéisadores del plasmindégeno
tipo uroquinasa y las integra para la formacidmdevas estructuras cordonales
capilares que posteriormente se diferenciaran lmdé capilares desde los cuales
se formaran nuevos brotes capilares para la neaagigacion>,

En general, la formacion de nuevos capilares imcligy proliferacion vy
migracion celular, asi como la descomposicion dectimponentes circundantes de
la matriz extracelular. Tanto bFGF como VEGF sors die los factores de
crecimiento mas importantes en la regulacion desesbcesos® 340

La angiogénesis juega un papel biolégico signifrcaten el proceso de
cicatrizacion de las heridas. Se ha visto que licagidon exdgena de bFGF
promueve la cicatrizacion cutanea de las heridasatas y la cicatrizacion del
miocardio infartado tras una agresién isquémicmedelos caninos y porciné%).

El proceso de reparacion de las heridas constaiateocfases: inflamacion,
contraccion, reparacion y regeneracion. Hay evidsnque sugieren que bFGF
puede jugar un papel importante en al menos tressths fases: inflamacion,
reparacion y regeneraciéi®.

Estos factores de crecimiento estan almacenadosoim en la matriz
extracelular, también en las células endotelialdbrpblastos. La liberacion de

FGF desde estas células durante la reparaciérsdeetaas puede ser estimulada
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por la creacion de la misma herida, aunque poresiplexisten otras sefales desde

el endotelio y el estroma aparte de las puramertgénicas?®® 3%
1.6.1.2.2. Desarrollo embrionario y organogénesis

Esta familia de factores de crecimiento juega upepamportante en el
desarrollo del embrion incluso antes de la impledta Inducen division celular
tanto de las células embrionarias como de las extreéonarias en embriones de
ratones desde la quinta division celdfa?.

Durante el desarrollo embrionario, bFGF juega upepamportante en la
organogeénesis, particularmente en el sistema reryvulmoén y las extremidades,
pero también en el desarrollo de la prostata®*34

Asimismo, bFGF interviene en el crecimiento y difeiacion de varios
organos y sistemas en mamiferos y afecta a unrgrarero de lineas celulares
incluyendo endodermo, mesodermo y neuroectodersto. igcluye también a las
células epiteliales prostaticas, células endoedjalcélulas musculares lisas y
osteoblasto&%® 342)

También estimula la hematopoyesis, la cual inclieyegranulopoyesis,
megacariocitopoyesis y supervivencia de las céhkdre*®),

Igualmente, bFGF interviene en la regeneraciontalallo proximal renal
tras el dafio inducido quimicamefft&.

A nivel del desarrollo del sistema nervioso, bF@terviene en la funcién de
las neuronas postmitéticas derivadas del corteebeal, hipocampo, cerebelo,
retina, ganglios ciliares y médula espifidl "

Se ha observado que bFGF también participa erolat@gis en los diferentes

sistemas celularé¥6-34%)
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1.6.2. RECEPTORES DE FGF (FGFR): ESTRUCTURA Y FUNCDN

Los factores de crecimiento pertenecientes a astdid median su sefal a
través de cuatro receptores tirosin cinasas, deraolos FGFR1 a 4, los cuales
tienen una homologia a nivel proteico entre el §588% % 311-313)

Los receptores consisten en un dominio extrace(d&munién o enlace), un
dominio transmembrana y un dominio intracelulangsi). El dominio extracelular
contiene a su vez, tres diferentes dominios inmiahadjn-like (Ig I, Ig 11 e Iglll),
el primero separado de los otros por una cortanegcida. El extremo C terminal
es una de las regiones divergentes en la familimsieeceptores de FGE!31¥
(Figura 6).

FGFR1
FGFR2
FGFR3
FGFR4

Figura 6: Esquema de los receptores de bFGF.



Introduccién 76

Los cambios estructurales en el dominio Ig Il anodwod resultan en
isoformas del receptor con alteraciones importaatela especificidad de enlaces
para diferentes FGE» 3!

A través de la expresion de distintas isoformas gifarentes uniones, los
cuatro genes de receptores proveen un mecanismiogjgapacita para conseguir
unas propiedades de enlace Unicas y les permiteegpaesta especifica para los
diferentes tipos de FGF.

Al unirse a los receptores, estos polipéptidos éeduuna dimerizacion del
receptor. La formacion del complejo FGF/FGFR esidlifada por heparina o
glucosaminglicano&®® 318 323)

Tras la activacion del complejo ligando-receptar,irsician varias vias de
sefiales: elevacion de los niveles intracelularescaeio, induccién de vias
activadas por proteina-cinasa y proteina-cinadakC], estimulacion de adenilato
ciclasa e induccién de los protoncogemagc y fos @ 39 Estas sefiales
intracelulares resultan en varias respuestas boaégdurante la ontogénesis,
crecimiento celular y procesos de reparacién asboen la oncogénesis.

Los receptores FGFR estan extensamente expresadosl éueso en
desarrollo y varias alteraciones autosémicas damsadel crecimiento 6seo se ha
mostrado que son el resultado de mutaciones egeloss de FGFR. La alteracion
més prevalente es la acondropld3id Casi todas las personas con acondroplasia
muestran el cambio de glicina por arginina en ehidm transmembrana del
FGFR3. Se han visto mutaciones de FGFR1, FGFR2RRB&n otros desérdenes
proliferativos 6seos agrupados como sindromes deeosinostosis. A veces la
misma mutacion puede causar dos o mas sindromegadeosinostosis. Por
ejemplo, la sustitucion de una cisteina por unasitia en FGFR2 puede causar

tanto el sindrome de Pfeiffer o el de Crou%6h3°?
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1.6.3. SECRECION Y FUNCION PARACRINA DE bFGF

Hay varias hipotesis para explicar como es seaet#lGF desde las
células para poder realizar su funcion paracrina.

Una hipétesis se basa en el dafio o lisis de la masralcelular, esto supone
la secrecion pasiva desde la célula por muerta d@dma, lesion quimica o fisica,
irradiacion o infeccién. Se ha observado que lareotle la membrana celular de
pocas células serfa suficiente para producir intévaes molecularé®** 33

Otra hipdtesis mas reciente consiste en la existede una proteina
transportadora formando un complejo entre ella YsBFpara posteriormente
secretarse conjuntamenté’.

Por otro lado la existencia de sefales de trandi@caintranuclear y
deteccion de aFGF, bFGF y FGF-11 a FGF-14 en étéawe células endoteliales
y mesenquimales respectivamente, sugiere que datbsres de crecimiento
pueden actuar internamente sin necesidad de unarssa de sefial secretdfd"
328).

Después de la secrecion y/o liberacion de lasaslske encuentran rodeados
de heparinsulfatos y proteoglicanos de la matrizaerlular. Estas interacciones
amplian su vida media biol6gica porque les protigeus degradacion pero anulan
sus actividades biol6gic&S”).

Uno de los puntos menos aclarados es qué sucede dee bFGF es
secretado a la matriz extracelular hasta que astisaeceptores en la superficie de
las célulag®®?),

Se han propuesto varios mecanismos diferentesuautmmpatibles entre si para
explicar como bFGF es liberado de los reservor@kanatriz extracelular:

- la unién de bFGF a la matriz extracelular limitaque sélo pueda activar los
receptores de las células cercanas mediante uitestontrol espaciaf®®,

- mediante movilizacion rapida a través de protgsliheparinolisis

enzimas, como heparinasas, que también se expeasalgunos tumores, pueden
degradar las cadenas de heparinsulfatos y proteogs de la matriz extracelular,
liberandose entonces bFGF),

- mediante la actividad de una proteina ligadoerGF (FGF-BP)
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un mecanismo alternativo tiene que ver con la pratdigadora de FGF, una
proteina secretada de 17 kDa que liga de formasile a bFGF y aFGF evitando
su degradacién y conservando su actividad bioldgfita

Aunque esta proteina es casi indetectable en sefidamales del adulto, su
expresion se encuentra muy elevada en varios temameluyendo el tumor
renaf?* 325 3%43%8)| 5 sobrexpresion de FGF-BP en la linea celulacaieinoma
suprarrenal humano, SW-13, tiene como resultadenstipo mas agresivé®.

La disminucion en la regulacion de FGF-BP en céldie cancer de prostata
humano resulta en un crecimiento dismintifwitro ein-vivo %),

Estas observaciones permiten plantear la hipodesgue la regulacion de la
FGF-BP puede ser importante como regulacion dedeesion de FGF.

Ademds, hay evidencia de una nueva FGF-BP, dendmiR&F-BP2, que
sugiere la existencia de una familia de FGFEP3%

Se ha propuesto que FGF-BP1 puede movilizar bFGRaadnado
localmente y presentarlo a su receptst.

La proteina FGF-BP1 esta sobre-regulada en cébsleamosas, canceres de
mama Yy colon, y puede actuar como un “interrupt@angjiogénico durante la
progresién maligna de células epitelidféd.

Esta proteina ligadora se une directamente a bFGHFGF y modula
positivamente las actividades biolégicas de estomfes de crecimientd?.

Es posible que cada uno de los mecanismos desaritesormente actue en
momentos distintos y en diferentes situaciones:

En el primer mecanismo, bFGF puede producir seidéssle la matriz
extracelular y promover la quimiotaxis y la migdacicelular durante el desarrollo.

El segundo modelo puede explicar las acciones déFbHEurante la
cicatrizacion de las heridas y la agiogénesis tamga que en estos procesos son
activados multiples enzimas proteoliticos y hezesds.

Con el modelo de FGF-BP, se dispondria de un me&tanapropiado para

cuando fuera precisa una regulacion fina de laslsgfile bFGF.
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1.6.4. HIPERPLASIA BENIGNA DE PROSTATA'Y FGF

Muchos elementos pertenecientes a la familia de $@Fnecesarios para el
desarrollo, crecimiento y mantenimiento del tejilostatico.

La prostata, el prototipo de o6rgano andrégeno-ddipate, necesita
andrégenos para el mantenimiento de su integriglacidnal y estructurdf>®. Sin
embargo, células epiteliales aisladas no requierarégenosn vitro %%, En
cambio, su crecimiento depende de forma importdetaliferentes factores de
crecimient&?),

Se ha planteado la hipétesis de que en la prdstafactores de crecimiento
se producen localmente en respuesta al estimulmgéco y ellos median la
accion de los androgen&8Y. Estos factores de crecimiento son denominados de
este modo andromedinas.

Varios FGF actian como andromedinas, por ejempld--FGtambién
conocido como KGF), FGF-8 (factor de crecimientduicido por andrégenos) y
FGF-10 (KGF-2). Todos ellos han sido detectadds @nostatd'>® 151 344 362, 363)

El hecho de que FGF-7 y FGF-10 se produzcan exasnte en células
mesenquimales pero estimulen principalmente a a®ldpiteliales los hace
candidatos ideales para ser mediadores entretiE®dniones entre mesénquima-
epitelio en el desarrollo de la prostdtd 344 39

Aunque la expresion de FGF-7 esta regulada pardhsas del estroma tras
la estimulacion androgénica, éste no disminuye ldasastracion. Andlisis de los
niveles séricos de FGF-7 revelan que en conjurgmieeles de FGF-7 tienden a
ser inferiores en pacientes con cancer de progteeen pacientes con HEB¥E®),
Entonces, su papél vivo no esta aclaradan vitro FGF-7 es capaz de inducir la
activacion de receptores androgénicos en lineataces de cancer de prostata en
ausencia de andrégen8®). Ademas, el estimulo de células epiteliales ptiostst
con altas concentraciones de FGF-7 resultan esalm@-regulacion de ARNm de
receptor androgénicé®”.

Estudios recientes han demostrado la induccion G&-F y bFGF por
interleuquinas en diferentes sistemas celuldt®s 3% %) En |a préstata la

induccion de FGF-7 y bFGF por interleuquina€ interleuquina-8 se piensa que
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juega un papel critico en la patogénesis de la fBF® Sin embargo el papel de
esta regulacion en el cancer de préstata permairedducidarse todavia.

La acumulacion de bFGF en la HBP es debida alimento de la sintesis del
factor en el tejido adenomatoso y por el aumentdadeintesis por fibroblastos
prostaticos del estroma dentro de la préstifd Se almacenan en la matriz
extracelular y actua como mitégeno en el estriffia’")

Es conocido el papel de bFGF como factor de crecitniestimulante para el
estroma prostatico y las células epiteliafesitro 72,

Por otro lado, el finasteride (un potente y espexiinhibidor de la -
reductasa tipo Il) reduce los niveles circulantesinaprostaticos de &-
dihidrotestosterona (DHTY"®. La reduccién de la expresién de bFGF provocada
por finasteride en especimenes de HBP confirmanfitancia del papel de bFGF
en el desarrollo de esta condicion. Niveles rediscide DHT podrian afectar
negativamente a la transcripcén de bFGF. Variasdest apoyan la vision de un
efecto directo de los andrégenos en la regulacédrgdn de bFGF a nivel de la
transcripcior ™3,

Saez et al. concluyen que el finasteride podrimaactomo un factor
regulador negativo de la expresion de bFGF y de mstdo contrarrestar el papel
de bFGF en el desarrollo de la HEP).
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1.6.5. CANCER DE PROSTATA Y FGF

Los componentes de la familia de FGF pueden promelerecimiento
tumoral por diferentes mecanismos: como inductoaegiogénicos, como
mitégenos por si mismos para las células tumorgle®mo inhibidores de la
apoptosig?®),

Dentro de los tumores epiteliales hay varias fueptaenciales de FGF. En
concreto, bFGF puede ser producido por las célulamrales, alrededor de las
células del estroma o linfocitos que infiltranwehor 148374

Ademas hay evidencia que en tumores vesicales, rdstapa y renales
intervienen otros elementos, como FGFR y FGF-BRe pgueden modular los
efectos de FGF durante la oncogén€4is™®

Se ha propuesto que la progresion al crecimient@gnuade la prostata esta
asociada con la disregulacion de la expresion des/dactores de crecimiento,
entre ellos los miembros de la familia de FEE.

Probablemente el miembro de la familia de FGF megtudiado en el cancer
de préstata sea bFGE".

Aparte de sus propiedades angiogénicas la impaatalecbFGF en tumores
de préstata se ilustr6 experimentalmente en ratgnede mice). Cuando se
inyectaban de forma subcutanea, las células desdlimelulares de céancer de
préstata (LNCaP) andrdgeno-sensibles, raramentmafman tumores en los
ratones. Por otro lado, cuando eran inoculada® jooi una matriz de bFGF los
tumores podian inducirse consistentem&#te*® 37°)

Andlisis inmunohistoquimicos de muestras de tejadkpacientes con cancer
de préstata muestran que bFGF esta principalmexpeesado en las areas
tumorales, indicando una produccion aumentada d&Fbkpor las células
tumorale§?-3¢3)

Como se ha descrito anteriormente, clinicamenteFo&&a implicado en el
crecimiento benigno y maligno de la préstata. Lo®las séricos y en orina de

bFGF estan aumentados en pacientes que sufrenddeserproliferativos de la

préstatél"'s' 380, 381)
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Se ha comprobado que bFGF puede ser detectadoekesniglevados en
muestras de orina de pacientes con cafiter®™® La monitorizacién de bFGF, y
otros factores angiogénicos, en orina de pacientes cancer puede ser un
marcador de la eficacia terapéutica en é&tbs

Nguyen et af*®® detectan niveles urinarios elevados de bFGF e4h de
pacientes con tumores de una amplia variedad dger@m$ (mama, préstata,
cerebro, pulmén y linfoma). Este incremento se ettaba mas pronunciado en
pacientes con enfermedad metastésica activa y gnupo de pacientes disminuia
tras un tratamiento con éxito de la enfermedad.

Respecto a otros miembros de la familia de FGRnélisis de diferentes
muestras clinicas revela una sobre-expresion éeedifes isoformas de FGF-8 (a,
b y e) y sus receptores (FGFR1llic, FGFR2llic) esoplasias intraepiteliales
prostaticas premalignas humanas (PIN) asi comd eaneer de prostafd? %)
Ademas la expresion de FGF-8 en conjunto correfacio con el Gleason y el
estadio se asociaba con disminucién de la supewiaé&®?. Todos estos datos
sugieren el desempefio de un papel crucial de F&te desarrollo del cancer de
préstata.

Recientemente Ropiquet et &P han demostrado que FGF-6, aunque
indetectable en la préstata normal, esta elevadel edncer de prostata y PIN.
Ademas, FGF-6 es mitogénico para células epitslialdel estroma de la préstata
asi como de varias lineas celulares prostatitis

Andlisis de FGF-9 han demostrado que éste es #brfale crecimiento
fibroblastico predominante en la préstata hum&ffa De todas formas, aunque
FGF-9 es un potente mitdgeno para las célulasligfgtey del estroma prostatico,
su papel en el cancer de pristata esta por aclarar.

Ademas de por sus propiedades angiogeénicas, otcamseno por el cual
FGF influye en las metastasis del cancer de pedstatla induccion de una
metaloproteinasa, la promatrilisina. Las metalaggnatsas pertenecen a un grupo
de enzimas que son responsables de la degradaeidos dcomponentes de la
matriz extracelular, uno de los pasos principatelénvasion tumordf®®.

Varias metaloproteinasas se expresan en el carcerostata>®®. El factor

aFGF es un potente inductor de promatrilisina eriteas celulares del cancer de
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préstata. A elevadas concentraciones, bFGF, FGH8K-9, también inducen la
expresion de metaloproteinas®s ")

Un importante hallazgo mas es que aFGF y bFGF e@nfiresistencia a los
farmacos anticancerosos a las células del cancpréstata®®®. De acuerdo con
esto, inhibidores de FGF como la suramina, aumeatagctividad antitumoral de
quimioterapicos como la doxorubicina en célulasFE2.

Como la familia FGF, los receptores FGFR y las ggrats FGF-BP son
componentes de una compleja red de sefiales tar@icdrs uroldgicos normales
como malignos, representan unos potenciales maeadgo dianas para el
tratamiento de tumores urolégicé®).

Como se ha comentado previamente se encuentrdesiglevados de aFGF
y bFGF en orina y en suero de pacientes que padecres malignos de vejiga,
prostata y rifi6ie"> 38 3% sin embargo, debido a su interferencia con losesos
inflamatorios, la especificidad de los niveles @&si de aFGF y bFGF como
marcador tumoral es limitada. Aunque la determira¢ntratumoral de aFGF vy
bFGF por métodos inmunohistoquimicos o por hibiiaén situ puede ser de

ayuda para identificar qué tumores van a progf&8ai?* 3
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El PSA es el mejor marcador tumoral disponibleiljzado en la actualidad
para el diagnéstico y seguimiento del tratamierdacdncer de prostatd).

La discriminacién entre la patologia benigna y grai de la préstata, en
especial entre la hiperplasia benigna de proski®P) y el cancer de préstata es
crucial .

Desafortunadamente, el PSA no siempre puede distirgficientemente
entre enfermedad maligna y benigna de la préstafgcialmente en el intervalo de
valores entre 4,1y 10,0 ng/ml, y cuando el taettal es normdf®.

La angiogénesis tumoral es un proceso de incremgmtoascularizacion

tumoral que es critica para el crecimiento tumgtal progresién del canc&f: ¢

391).

La angiogénesis también juega un papel predomiremia invasion de las
células tumorales a la circulacion y crecimientontierometastasis latentes a lo
largo del tiempo.

La evidencia de que el crecimiento del cancer dstata y la progresion es
angiogénesis dependiente se ha demostrado por Heelagidon entre la
neovascularizacién en tejido prostatico tumoral ebimncremento de la densidad
vascular y la expresion de los factores de crecitmieangiogénicos mediante
técnicas de inmunohistoquindid?>%*)

Hay evidencias que apoyan la intervencion de fastoe crecimiento en el
desarrollo y progresion del cancer de préstata

La realizaciéon de pruebas moleculares cuantitatiieafactores angiogénicos
tienen un valor enorme en la determinacion delilpangiogénico del cancer de
préstata a través de varios estadios de su progf&si 3°°

En relacion con esto, se ha encontrado que VEGFGFbhuegan un papel
predominante en varios estudios sobre modelos iexpetalesin vitro e in vivo

del cancer de prostats®.
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Atendiendo a esto nos planteamos la siguiente dgte trabajo:

Los factores de crecimiento VEGF y bFGF puedenisies para ayudar a la
evaluacion del papel de la angiogénesis en la @riédi del potencial maligno y
progresion del cancer de prostata y también a su amno un marcador
independiente que complemente los parametros dtigo® y prondsticos
utilizados cominmente como son el estadio clinemtuacion de Gleason y los

niveles séricos de PSA.

El objetivo de esta tesis es evaluar los nivelasaede VEGF y urinarios de
bFGF en una serie de pacientes a los que se Iadibado una biopsia prostatica y
relacionar estos niveles tanto en el grupo de ptesecon patologia benigna como
maligna de prostata, en el momento del diagnostieosu vez, relacionar en el
grupo de pacientes con patologia maligna los fastde crecimiento estudiados
con una serie de parametros diagnésticos y praodstitilizados habitualmente y
con la mortalidad cancer-especifica en los ochognés afios de seguimiento.

Para ello nos hemos planteado los siguientes wbgetioncretos:

1. Comprobar si existe relacion entre los nivelesceéride VEGF con la
patologia benigna y maligna prostatica, en el mametel diagnostico

inicial.

2. Determinar si existe relacion entre los nivelesceérde VEGF y los
niveles séricos de PSA, edad, estadio clinico tamgrado de Gleason y
presencia de enfermedad diseminada (metastasisgl enomento del
diagnéstico inicial, asi como con la mortalidad acgnespecifica en los

ocho primeros afios de seguimiento.

3. Comprobar si existe relacion entre los nivelesarios de bFGF con la
patologia benigna y maligna prostatica, en el mametel diagnostico

inicial.
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4. Determinar si existe relacién entre los niveleqanios de bFGF y los
niveles séricos de PSA, edad, estadio clinico tamgrado de Gleason y
presencia de enfermedad diseminada (metastasisgl enomento del
diagndstico inicial, asi como con la mortalidad cgnespecifica en los

ocho primeros afios de seguimiento.
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3.1. DATOS GENERALES

Se incluyeron 71 pacientes con indicacion de realim de ecografia
transrectal y biopsia prostética ecodirigida precees del area de poblacion del
Servicio de Urologia del Hospital Universitario Beset de Valencia entre los afios
1995y 1996.

La indicacion de ecografia transrectal y biopsiastitica fue: tacto rectal
sospechoso y/o un valor sérico de PSA mayor dagfral.

No se incluyeron en el estudio aquellos pacientas a&ntecedentes de
neoplasias previas, diabetes, enfermedad cardiactiva,a tratamientos
anticoagulantes y los que presentaron infecciogedas, sondaje uretral o cirugia
transuretral en las cuatro semanas previas allaa@an de la ecografia y biopsia
prostatica.

Se les sometié a una anamnesis y exploracion ffgicaparatos prestando
especial atencion en la palpacion abdominal y dasaenales, exploracion de
genitales y tacto rectal. Se solicité a los paeignina analitica con bioquimica
sanguinea, hemograma, hemostasia y PSA seérico.

Los pacientes fueron agrupados posteriormente segumiagnostico en
aquellos cuyo resultado fue positivo para patologadigna (Grupo A) y los que no
(Grupo B).

En todos los pacientes del grupo A el diagnéstiebode adenocarcinoma de
préstata y en los del grupo B de hiperplasia bendgprostata (HBP).

El estadiaje clinico del grupo A se realiz6 mediaal tacto rectal, PSA,
ecografia transrectal, rastreo 6seo y tomograféd eemputerizada (TAC).

Se utilizé la clasificacion TNM de la Internatiorlahion Against Cancer de
1.992.

El grado histoldgico se valor6 segun el método ason.
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3.2. SEGUIMIENTO

Tras el diagnostico y estadiaje de los pacientes asenocarcinoma de
préstata se propuso tratamiento (farmacoldgicojotachpico o quirdrgico) u
observacion segun el estadio y cada caso.

En el caso de los pacientes con HBP se instautéantr@nto farmacolégico,
quirdrgico o seguimiento sin ningun tratamientoeesfico y controles periodicos
con PSA y tacto rectal.

El seguimiento maximo fue de 96 meses.

3.3. TECNICA DE ECOGRAFIA Y BIOPSIA

El estudio ecografico se realizé con un equipo BEI€dical (Diagnostic
Ultrasound System 3535), utilizdndose un transduetodosénico multiplano
(modelo 8551) de 7 MHz.

Las agujas de biopsia eran del calibre 16 G y den2de longuitud.

Se realiz6 extraccion sanguinea para la medicidmwades seéricos de VEGF
y recogida de orina para la determinacion de névetenarios de bFGF y creatinina
en orina antes de la realizacion de la ecogradfestectal y biopsia prostatica.

Todos los pacientes se prepararon con un enemmpieza la noche previa
y la mafana de la exploracion y en todos los casosdministrd profilaxis
antibiotica. Se administr6 gentamicina 240 mg muacular (IM) (si la funcion
renal era normal) o ceftriaxona 1 g IM.

La exploracion se realiz6 en posicion de litotorgigpreviamente a la
introduccién del transductor se realizd un tactdaley se impregndé el mismo con
Xilocaina ge?.

Introducimos el transductor activado y seleccionatiomodo transverso
fijando la imagen donde observamos que los diamétamsverso y anteroposterior
son mayores, y procedemos a su medicion. Cambiamgpssicion sagital y
medimos la distancia cuello vesical-apex prostagsploramos a continuacion el
area trapezoidal, la vejiga, las vesiculas senmsnglesu relacién con la parte

cefalica de la prostata. De nuevo en transversploemos detenidamente cada
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I6bulo prostético con especial interés en la zarddrica de la glandula de apex a
cuello vesical buscando alteraciones en la ecadsteuy en los limites de la
glandula, situando estas anomalias en el eje dalgirtransductor y pasando de la
seccién transversa a la sagital para completastali® de la ecoestructura y la
situacion de las posibles lesiones. Finalmentedestos las vesiculas seminales
en cortes transversales.

Durante todo el procedimiento registramos mediamni® impresora térmica
las imagenes mas significativas.

Los calculos de volumen prostéatico y PSAd se ragdiz sobre la pantalla
empleando el software propio del equipo.

Se realizaron biopsias sextantes y de las lesiermgaficas sospechosas.

3.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES SERICOS DE PSA

Los niveles séricos de PSA se determinaron con téwnica de
inmunoanalisis Chemiluminescent Microparticle Immunoassay: CMdl& Abbott

Diagnostics, cuyos valores de referencia de nodadlson entre 0,0 y 4,0 ng/ml.

3.5. DETERMINACION DE LOS NIVELES SERICOS DE VEGF

Previamente a la realizacion de la ecografia temtery biopsia prostatica se
realizd extraccion de 15 ml de sangre en tubo s@eadejaba formar el coagulo
durante 30 minutos a temperatura ambiente y seifoggatba la muestra a 3.000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos. seéparaba el suero y se
repartia en alicuotas de 1,5 ml, congelandose®€ fifista su determinacion.

Para la determinacion cuantitativa de VEGF sezatilina técnica de ELISA
(Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) en sandwi@battikin€ Human
VEGF Immunoassay de la firma R&D Systems Europeg)isdanstrucciones del
fabricante.

Basicamente la técnica consiste en una reacci@rimdtrica mediada por una

reaccion antigeno-anticuerpo entre VEGF y un aetjmu especifico contra VEGF.
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Los estandares, suministrados por el fabricantesymuestras de suero a
estudio se pipetean en los pocillos de la plac& estan revestidos por un
anticuerpo monoclonal especifico contra VEGF; aaiquier VEGF presente en el
suero es inmovilizado en el pocillo. Después darldus pocillos para eliminar
cualquier sustancia que no haya sido fijada pangtuerpo monoclonal se afiade
un anticuerpo policlonal unido a un enzima. Se waiel lavar y se afiade una
solucion substrato desarrollandose color en formeggrcional a la cantidad de
VEGF que haya quedado fijada en el pocillo en @n@r paso. La reaccién
colorimétrica es detenida y la intensidad del celmide con ayuda de un lector
de densidad o6ptica (fotometro) a 450 nm. La comaeiin de VEGF en las
muestras se determina comparando la densidad d@gtitzes muestras en una curva
estandar.

El valor sérico de VEGF se expresa en picogramosngiitro (pg/ml).
3.6. DETERMINACION DE LOS NIVELES URINARIOS DE bFGF

Se recogia de forma aséptica 20 ml de orina deitaepa miccion de la
mafana, se centrifugaba a 850 rpm durante 20 nsiqaia desechar el sedimento,
como se recomienda para la valoracion de bEGF*"® El sobrenadante se
repartia en alicuotas de 1,5 ml las cuales se tairggea una temperatura-20 °C
hasta su procesamiento en el que se descongeialmperatura ambiente.

De cada muestra se remitia 1 ml al laboratorio idgubmica del hospital
para determinar la concentracion de creatininaatian

Para la determinacion de bFGF en orina se utilzéétnica comercial de
ELISA Quantikin€ HS FGF basic Immunoassay kit (R&D Systems) medidamt
cual bFGF puede ser calculado cuantitativamentsueno, plasma y orina. Esta
técnica reconoce tanto bFGF natural como el recoambé y no muestra
reacciones cruzadas con aFGF, FGF4 ni KGF. Todaséalidas se realizaron de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Dado que el estado de hidratacion y volumen uondei cada paciente varia,

cada valor urinario de bFGF fue normalizado al vdl creatinina urinari&> 34
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%78) dividiendo la concentracién de bFGF de cada magsir su concentracion de

creatinina y expresandola en nhanogramos por granooedtinina en orina (ng/g).
3.7. ESTUDIO ESTADISTICO

El proceso estadistico se realiz6 mediante el gpagqstadistico SPSS 10.0.6
para Windows en un ordenador compatible.

Como VEGF y bFGF no siguen una distribucion norswlha utilizado la
mediana y los niveles minimo y maximo como medidascriptivas de las
variables.

Dadas las caracteristicas de las variables esasliad utilizaron tests no
paramétricos como el test de Chi cuadrado parablag cualitativas y los test de
U de Mann-Whitney y de Kruskall Wallis para varggbkuantitativas asi como el
coeficiente de correlacion de Pearson.

Se han empleado las curvas ROC (Receiver Oper@twagacteristic) como
medidas de rendimiento diagndéstico de sensibilidesipecificidad.

El calculo de la supervivencia se ha realizado amgdi el método actuarial
de Kaplan-Meier.

El nivel de significacion estadistica se considemé un valor de p< 0.05.



4. RESULTADOS
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4.1. DESCRIPCION GENERAL DE LOS GRUPOS

Grupo A, formado por pacientes con adenocarcinognprdstata. Esta compuesto
por 23 pacientes (32,4%).

Grupo B, formado por pacientes con HBP. Estd costpupor 48 pacientes
(67,6%).

Mediana de seguimiento: 69 meses (5 — 96 meses).

4.2. RESULTADOS EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Edad:

Mediana de edad del grupo A (n=23): 75 afnos (r&tga 84 anos).

Mediana de edad del grupo B (n=48): 70 afios (r&3ga 83 afos).

Edad agrupada:

Grupo A: las frecuencias de los diferentes gruppedhd vienen reflejadas en la
tabla 7.

Frecuencia Porcentaje
51 - 60 afios 2 8,7%
61 - 70 afios 7 30,4%
71 - 80 afios 10 43,5%
> 81 afos 4 17,4%
Total 23 100,0%

Tabla 7: Grupos de edad del grupo A.
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Grupo B: las frecuencias de los grupos de edad egf@resadas en la tabla 8.

Frecuencia Porcentaje
51 - 60 anos 9 18,8%
61 - 70 afios 19 39,6%
71 - 80 afios 19 39,6%
> 81 afos 1 2,1%
Total 48 100,0%

Tabla 8: Grupos de edad del grupo B.

Motivo de consulta:

Las frecuencias de los distintos motivos de coasphlira el grupo A vienen

reflejadas en la tabla 9.

Frecuencid Porcentaje
Prostatismo 17 73,9%
PSA elevado 5 21, 7%
Hematuria 0 0,0%
Infeccion urinaria 1 4,3%
Total 23 100,0%

Tabla 9: Motivo de consulta en el grupo A.
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En la tabla 10 estan expresados los distintos w®tile consulta del grupo B. En

ambos el prostatismo fue el mas frecuente.

Frecuencia Porcentaje
Prostatismo 39 81,3%
PSA elevado 5 10,4%
Hematuria 2 4,2%
Infeccioén urinaria 2 4,2%
Total 48 100,0%

Tabla 10: Motivo de consulta en el grupo B.
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Sindrome de prostatismo:

Las caracteristicas del sindrome prostético ermuglogA se muestran en la tabla

11.

Frecuencia| Porcentaje
[rritativos 5 21, 7%
Obstructivos 7 30,4%
Mixtos 8 34,8%
No 3 13,0%
Total 23 100,0%

Tabla 11: Caracteristicas del sindrome prostéatico en elgAip

Las caracteristicas del sindrome prostatico errgdagB vienen reflejadas en la

tabla 12.

Tabla 12:

Frecuencia| Porcentaje
Irritativos 13 27,1%
Obstructivos 13 27,1%
Mixtos 19 39,6%
No 3 6,3%
Total 48 100,0%

Caracteristicas del sindrome prostatico en el gBipo
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Tacto rectal:

La relacién entre las caracteristicas del tacttatean cada grupo de estudio se

expresa en la tabla 13.

Grupo A | Grupo B Total

Benigno 6 35 41

Dudoso 5 8 13

Maligno 12 5 17

Total 23 48 71
p< 0,001

Tabla 13: Caracteristicas del tacto rectal en ambos grupos.

PSA:

Las concentraciones séricas de PSA en los grupestddio estan reflejadas en la

tabla 14. Los valores de PSA estan expresados/emn.ng

Mediana Minimo | Maximo
Grupo A 10,80 2,00 686,00
Grupo B 7,85 0,97 37,40
p=0,10

Tabla 14: Concentraciones séricas de PSA.

PSA agrupado:

La tabla 15 muestra la distribucién del PSA cutiitaen ambos grupos. Se ha
utilizado el Chi cuadrado para calcular el gradsidaificacion estadistica.
Noétese que el 43,4% de pacientes del grupo A y4gt% del grupo B tienen

valores de PSA comprendidos entre 4,1y 10,0 ng/ml.
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Grupo A | Grupo B Total
<=4 1 5 6
>4 - <=10 10 26 36
>10 12 17 29
Total 23 48 71
p=0,15

Tabla 15: Valores de PSA agrupado en ambos grupos.

PSA densidad:

En la siguiente tabla estd expresada la mediaremgorde los valores del PSA

densidad en ambos grupos de estudio.

Mediana| Minimo| Maximo
Grupo A 0,26 0,11 14,20
Grupo B 0,15 0,04 1,00
p=0,01

Tabla 16: Mediana de PSA densidad en ambos grupos.

Relacion PSA libre/PSA total:

En la tabla 17 se expresan la mediana y el ranglwsi®alores de la relacién

PSAL/PSA total en ambos grupos.

N Mediana Minimo | Maximo

Grupo A 15 0,13 0,05 0,23

Grupo B 30 0,14 0,01 0,39
p=0,782

Tabla 17: Comparacion de valores de PSAL/PSA total en arghgsos.



Resultados 101

Imagen ecografica:

En la siguiente tabla se muestran los datos deamadtenidos de la ecografia

transrectal realizada a los pacientes.

Grupo A Grupo B Total
Lesion 7 13 20
Lesion+oturad 5 1 6
capsular
Normal 11 34 45
Total 23 48 71
p= 0,014

Tabla 18: Caracteristicas ecograficas de la glandula pioatéh ambos grupos.

Estudio anatomopatol6qico:

En la tabla 19 esta expresada la distribucion @gjrebstico anatomopatoldgico de

las biopsias realizadas.

Grupo A Grupo B
Frecuencia Porcentaje FrecuencjaPorcentaje
Gleason 2-4 15 65,2% 0 0,0%
Gleason 5-7 7 30,4% 0 0,0%
Gleason 8-10 1 4,3% 0 0,0%
HBP 0 0,0% 48 100,0%
Total 23 100,0% 48 100,0%

Tabla 19: Distribucion del diagndstico anatomopatoldgico ds biopsias de

ambos grupos de estudio.
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Estadio:

La tabla 20 muestra la distribucién por estadigsads de las neoplasias del grupo
A.

Recuento %
Tlc 8 34,8%
T2a 10 43,5%
T3a 1 4,3%
T3b 2 8,7%
T3c 2 8,7%
Total 23 100,0%

Tabla 20: Estadio clinico tumoral (T).

Metastasis:

Numero y porcentaje de pacientes con metastadiagidstico en el grupo A.

Recuentd %
MO 18 78,3%
M+ 5 21,7%
Total 23 100,0%

Tabla 21: Metastasis en el grupo A.
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Creatinina urinaria:

En la tabla 22 se expresa la mediana y el rangmsi®alores de la creatinina

urinaria en ambos grupos de estudio expresada &t.mg

Mediana Minimo | Maximo
Grupo A| 70,00 12,80 | 109,2¢
Grupo B| 71,25 18,40 143,2¢

Total 71,10 12,80 143,20
p=0,71

Tabla 22: Creatinina urinaria en ambos grupos de estudio.
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Niveles séricos de VEGF:

En la tabla 23 se refleja la mediana y los valan@gmos y maximos de los niveles
séricos de VEGF en ambos grupos. Los valores dePF/E&an expresados en
pg/ml. No se aprecian diferencias significativagreerambos grupos (p= 0,069),

aunqgue se observa una tendencia a valores masiesesna el grupo A (Figura 6).

Mediana Minimo | Maximo
Grupo A | 964,00 | 31,20 2500,0
Grupo B 499,00 3,24 | 2500,0

p= 0,069

Tabla 23: Niveles séricos de VEGF en ambos grupos.
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Figura 6: Diagrama de cajas de los niveles séricos de VEGF.
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Niveles urinarios de bFGF:

En la tabla 24 viene reflejada la mediana y rangdod niveles urinarios de bFGF
en ambos grupos de estudio. No se encuentra difasesignificativas entre ambos
grupos (p=0,477).

El valor de bFGF se ajustd al nivel de creatininaawia en cada paciente y se

expresa en ng por g de creatinina en orina (ng/g).

Mediana Minimo Maximo
Grupo A 0,46 0,23 17,62
Grupo B 0,89 0,21 31,62
p= 0,477

Tabla 24: Valores de bFGF en orina en ambos grupos.
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Figura 7: Diagrama de cajas de los valores de bFGF en agrbpss de estudio.
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Exitus:

La mortalidad cancer dependiente en el grupo Aetsld,4%, siendo la tasa de
mortalidad global del 16,9%.

Valores de VEGF y bFGF:

En la tabla 25 se muestran los valores séricomnmlate de VEGF y urinarios de
bFGF. También se muestran los valores de creatiminaria asi como los valores

de bFGF ajustados a los niveles de ésta.
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PACIENTE | VEGF(pg/ml) | bFGF(pg/ml) | Cr ORINA | bFGF(ng/g)
(mg/dl)
1 462,04 1,87 104,90 1,78
2 599,48 0,88 91,30 0,96
3 552,90 531 70,70 7,51
4 253,46 1,23 48,70 2,52
5 60,54 0,25 18,40 1,36
6 448,88 4,33 63,80 6,78
7 280,62 1,78 127,80 1,39
8 319,08 0,25 68,80 0,36
9 532,58 0,25 1180 0,21
10 2000,00 4,71 71,90 6,56
11 499,00 0,25 70,90 0,35
12 47,00 0,25 73,40 0,34
13 358,00 0,25 67,60 0,37
14 501,00 0,25 65,20 0,38
15 351,36 3,36 34,60 9,70
16 300,24 0,25 42,50 0,59
17 233,54 0,25 71,30 0,35
18 438,08 0,25 61,10 0,41
19 1321,58 0,25 58,50 0,43
20 286,00 0,25 47,20 0,53
21 964,00 0,25 50,90 0,49
22 1765,64 0,25 49,40 0,51
23 331,96 7,42 60,20 12,33
24 1050,02 0,85 51,60 1,65
25 1267,40 0,39 90,30 0,43
26 1166,56 1,18 71,60 1,65
27 1360,58 2,51 72,10 3,48
28 1768,6 16,00 90,80 17,62
29 1017,18 0,43 49,90 0,87
30 190,68 0,68 73,40 0,92
31 249,74 6,77 21,40 31,62
32 515,86 5,67 75,30 7,54
33 524,00 0,25 73,10 0,34
34 649,72 3,99 120,80 3,30
35 1023,94 0,46 12,80 3,57
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PACIENTE | VEGF(pg/ml) | bFGF(pg/ml) | Cr ORINA | bFGF(ng/g)
(mg/dl)
36 643,89 5,38 122,10 4,40
37 800,02 2,42 60,90 3,97
38 372,52 0,25 58,10 0,43
39 733,70 2,71 58,30 4,65
40 2282,00 0,25 49,70 0,50
41 505,10 6,18 67,60 9,15
42 202,10 0,25 27,60 0,91
43 1236,64 1,99 104,30 1,92
44 1281,54 6,95 50,70 13,71
45 456,06 5,63 40,90 13,76
46 31,20 0,56 27,40 2,07
47 471,62 12,53 41,60 30,12
48 1571,28 0,59 143,20 0,41
49 1021,00 0,25 100,20 0,25
50 237,89 0,25 92,70 0,27
51 412,00 0,25 101,20 0,25
52 1321,00 0,25 97,30 0,26
53 1249,00 0,25 102,40 0,24
54 709,00 0,25 107,30 0,23
55 979,00 0,46 12,80 3,57
56 249,00 0,25 109,20 0,23
57 208,00 0,25 89,30 0,28
58 437,00 0,25 97,20 0,26
59 248,00 0,25 104,30 0,24
60 812,00 0,25 68,70 0,36
61 660,00 0,25 89,30 0,28
62 2500,00 0,25 19,20 1,30
63 1668,00 0,25 77,90 0,32
64 311,00 0,25 97,40 0,26
65 509,00 0,25 101,30 0,25
66 3,24 0,25 107,20 0,23
67 111,00 0,43 49,80 0,87
68 2500,00 0,25 89,20 0,28
69 2500,00 0,40 90,10 0,43
70 169,00 0,25 49,60 0,50
71 818,00 0,25 49,70 0,50

Tabla 25: Niveles séricos de VEGF y urinarios de bFGF (wedoobtenidos y

normalizados al nivel de creatinina urinaria).



Resultados 109

4.3. RELACIONES ENTRE VARIABLES

4.3.1. Relacion entre PSA y grado de Gleason, estadoresencia de metastasis

y éxitus

Se aprecia una relacion significativa (p= 0,03%yeerl PSA sérico y el grado de
Gleason en el grupo A (Tabla 26), de forma que agate Gleason mas altos
tienen niveles séricos de PSA superiores.

También se aprecia relacion entre el PSA y éxitot especifico (Tabla 29).

Sin embargo, no se aprecia relacion estadisticargghificativa entre el nivel
sérico de PSA y el estadio clinico tumoral en apgrA (p= 0,72), ni entre el PSA
y la existencia o no de metastasis (p= 0,53) (Babfay 28).

Mediana Minimo | Maximo
Gleason 2-4 8,40 2,00 38,00
Gleason 5-7| 16,30 6,90 686,00
Gleason 8-1Q 139,00 139,00 139,00
p= 0,039

Tabla 26: Relacion entre PSA sérico y Gleason.

T N Mediang Minimo | Maximo
Tic 8 13,93 6,90 38,00
T2a 10 7,32 2,00 25,20
T3a 1 14,70 14,70 14,70
T3b 2 274,20 8,40 | 540,00
T3c 2 412,50| 139,00 686,00

p=0,72

Tabla 27: Relacion entre PSA sérico y estadio en el grupo A.
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N Mediana Minimo | Maximo

MO 66 8,33 0,97 38,00

M1 5 139,00 6,90 686,00
p= 0,53

Tabla 28: Relacion entre PSA sérico y metastasis.

Exitus N Mediana Minimo | Maximo
No 67 8,25 0,97 38,00
Si 4 339,50 14,70 686,00
Total 71 8,41 0,97 686,00
p= 0,003

Tabla 29: Relacion entre PSA y éxitus tumor especifico.

4.3.2. Relacion entre estadio clinico, presencia deetastasis y éxitus

Se observa una relacion significativa entre eldéstelinico tumoral y la presencia
de metéstasis (p= 0,001) asi como con el éxitusrtalependiente (p= 0,001).

MO M1 Total
Tlc 7 1 8
T2a 10 0 10
T3a 1 0 1
T3b 0 2 2
T3c 0 2 2
Total 18 5 23

p= 0,001
Tabla 30: Relacion entre estadio T y presencia de metastasis
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No Si Total

Tlc 8 0 8

T2a 10 0 10

T3a 0 1 1

T3b 1 1 2

T3c 0 2 2
Total 19 4 23

p= 0,001

Tabla 31: Relacion entre estadio T y éxitus tumor especifico

4.3.3. Relacion entre Gleason y metastasis

Se aprecia una relacion significativa entre el grdd Gleason y la presencia de

metastasis, asi como entre éste y los éxitus tespmcifico (Tablas 32 y 33).

MO M1 Total
Gleason 2 - 4 14 1 15
Gleason 5 -7 4 3 7
Gleason 8 - 10 0 1 1
Total 18 5 23
p= 0,024

Tabla 32: Relacion entre grado de Gleason y presencia dastasts.

No Si Total
Gleason 2 - 4 15 0 15
Gleason 5 -7 4 3 7
Gleason 8 - 10 0 1 1
Total 19 4 23
p= 0,004

Tabla 33: Relacion entre grado de Gleason y éxitus tumaeaBpo.
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4.3.4. Relacion entre niveles séricos de VEGF, gmadde Gleason, estadio
clinico, presencia de metéastasis, edad, nivelesisés de PSA y éxitus

No se ha encontrado relacién significativa enteerliveles de VEGF sérico con el
grado de Gleason y estadio clinico tumoral enuggrA.
Sin embargo, si que se ha apreciado una relaaifisativa (p= 0,035) entre los

niveles séricos de VEGF y la presencia de metastéablas 34, 35y 36).

Mediana Minimo Maximo
Gleason 2-4 1021,00 31,20 2500,00
Gleason 5-7 456,06 169,00 2500,00
Gleason 8-10 1281,54 1281,54 1281,54

p= 0,305
Tabla 34: Relacion entre niveles séricos de VEGF y graddsteason en el
grupo A.

Mediana Minimo Maximo
Tlc 1150,29 660,00 2500,00
T2a 473,54 31,20 1768,60
T3a 233,54 233,54 233,54
T3b 1623,00 964,00 2282,00
T3c 868,80 456,06 1281,54

p= 0,164

Tabla 35: Relacion entre niveles séricos de VEGF y estadliel grupo A.

Mediana Minimo Maximo
MO 509,00 3,24 2500,00
M1 1281,54 456,06 2500,00

p= 0,035

Tabla 36: Relacion entre niveles séricos de VEGF y presaleiaetastasis.
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Figura 8: Relacion entre valores séricos de VEGF y de PSan@mos grupos.

PSA | Mediana Minimo | Maximo
<=4 443,48 | 190,68 2000,00
>4 - <=10 509,00 | 31,20| 2500,00
>10 660,00 3,24 | 2500,00
p=0,62
Tabla 37: Relacion entre VEGF y PSA agrupado en ambos grupos.

No se ha apreciado correlacion significativa eliseniveles séricos de VEGF y la
edad de los pacientes (p= 0,920) ni con los nivedeeos de PSA (Figura 8) (p=
0,657), aunque se han encontrado valores algo emgor el grupo de PSA > 10,0
ng/ml (Tabla 37).

No se ha observado una relacion siginificativaesids niveles de VEGF y los

éxitus tumor especificos (p= 0,96).
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4.3.5. Relacion entre niveles urinarios de bFGF, gdo de Gleason, estadio

clinico, presencia de metastasis, edad, nivelesisés de PSA y éxitus

En las tablas 38, 39 y 40 observamos que no salladd relacion significativa
entre los niveles urinarios de bFGF y el grado &asbn (p= 0,350) ni estadio (p=

0,309) en el grupo A asi como con la presenciaetdstasis (p= 0,162).

Mediana Minimo Maximo
Gleason 2-4 0,43 0,25 17,62
Gleason 5-7 0,42 0,23 13,76
Gleason 8-1Q 13,71 13,71 13,71
p= 0,350

Tabla 38: Relacién entre niveles urinarios de bFGF y gradoGdeason en el

Mediana Minimo Maximo
Tlc 0,36 0,23 3,48
T2a 0,46 0,23 17,62
T3a 0,35 0,35 0,35
T3b 0,50 0,49 0,50
T3c 13,74 13,71 13,76
p= 0,309

Tabla 39: Relacion entre niveles urinarios de bFGF y estadiel grupo A.

Mediana| Minimo| Maximo
MO 0,52 0,21 31,62
M1 7,11 0,49 13,76
p= 0,162

Tabla 40: Relacién entre niveles urinarios de bFGF y prasaie metastasis.
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No se ha apreciado correlacion estadisticamenteifisagiva entre los
niveles urinarios de bFGF y la edad de los pacsefde 0,782) ni con los niveles
séricos de PSA (Figura 9 y tabla 41), (p= 0,075=y(p21). Tampoco se ha
apreciado relacion significativa entre los nivelemarios de bFGF y los éxitus

tumor especificos (p=0,28).
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Figura 9: Relacion entre los valores urinarios de bFGF y BBAmbos grupos.

PSA Mediana Minimo | Maximo
<=4 3,74 0,41 9,15
>4 - <=10 0,50 0,24 31,62
>10 0,49 0,21 13,76
p=0,21

Tabla 41: Relacion entre bFGF urinario y PSA agrupado.
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4.3.6.Curva ROC del PSA para ambos grupos de estudio

En la siguiente figura observamos que no se alcsigrificacion estadistica para
distinguir entre ambos grupos de estudio por elnd¢l PSA sérico.
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Area bajo la curva: 0,620 p=0,10

Figura 10: Curva de rendimiento diagnéstico del PSA para amipopos de
estudio.
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4.3.7. Curva ROC del PSA para la presencia de metasis

En la figura 11 se observa que esta curva no Heglaanzar la suficiente area bajo
la curva para adquirir significacion estadistica.
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Figura 11: Curva de rendimiento diagnéstico del PSA para lesgmcia de

metastasis.
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4.3.8.Curvas ROC de VEGF y bFGF para ambos grupos de edtio

Como puede apreciarse en las figuras 12 y 13, itV mucho menos bFGF

tienen suficiente rendimiento diagndstico pararéisoar entre ambos grupos de
pacientes.
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Figura 12: Curva ROC de VEGF para los grupos Ay B.
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Figura 13: Curva ROC de bFGF para los grupos Ay B.
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4.3.9. Curvas ROC de VEGF y bFGF para la presencide metastasis

En las figuras 14 y 15 estan reflejadas las cudeasendimiento diagndstico para
ambos factores de crecimiento en relacion con éggncia o no de metastasis.
Observamos que VEGF si que presenta un area bajanl@a adecuada y con
significacion estadistica (p= 0,035) para discramiantre pacientes con presencia
de metastasis y los que no. El valor de VEGF deimmavsensibilidad (80%) y
especificidad (70,8%) se situa segun esta cun&&/90 pg/ml.

No sucede lo mismo con bFGF en el que no se apreom relacion

estadisticamente significativa en su curva ROQ)(A62).
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Figura 14: Curva ROC de VEGF para la presencia de metastasis.
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Figura 15: Curva ROC de bFGF para la presencia de metastasis.
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4.3.10.ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA

Se han realizado curvas de supervivencia en relasd el PSA agrupado vy el
punto de corte obtenido en las curvas ROC para VEGF

Curvas de supervivencia para el PSA agrupado
En la figura 16 observamos que existe una reladigmificativa entre la

supervivencia y el PSA agrupado (Log Rank= 0,04)supervivencia es mayor

entre los pacientes con niveles séricos de P8Ag/ml y entre 4 - 40 ng/ml.
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Figura 16: Curva de supervivencia para el PSA agrupado.
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Curvas de supervivencia para el punto de corte deBGF= 891,00 pg/ml

En la curva de supervivencia realizada tomando cpumdo de corte el valor de
maxima sensibilidad y especificidad de VEGF paraddéeccion de metastasis
(Figura 17), obtenido en las curvas ROC, no secapra relacion significativa

entre la supervivencia y este valor (Log Rank=),51
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Figura 17: Curva de supervivencia para el punto de corteE&R& 891,00 pg/ml.
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El PSA es una glucoproteina secretada por lasaluminales del epitelio
prostatico y esta establecido en la actualidad celnmsarcador mas importante en
el cancer de prostat®).

Sin embargo, su principal inconveniente es la fdéaespecificidad®. No
tiene la suficiente especificidad para distinguitre pacientes con HBP y cancer de
préstata, en especial cuando el tacto rectal emaloy su valor sérico menor de
10,0 ng/ml. Tampoco tiene la suficiente sensibdigaespecificidad para predecir
con exactitud qué tumores estan localizados enldadgla y cual va a ser la
evolucion de la enfermedad en cada paciéht&®

Respecto a la falta de especificidad del PSA, Wailfil.*® confirman en su
revision la modesta capacidad de discriminacioriodevalores séricos de PSA
entre pacientes con HBP y cancer de préstata. Brupb de pacientes con HBP el
22,3% de los mismos tenian valores de PSA mayoze$0D ng/ml. También
observaban un importante solapamiento de los \&lodividuales de PSA en los
dos grupos y éstos tendian a agruparse por deleajf0@® ng/ml (HBP: 78%;
cancer de préstata: 45%).

En nuestro trabajo observamos que el 35,4% dergasielel grupo de HBP
tiene valores de PSA mayores de 10,0 ng/ml.

Apreciamos también el solapamiento de los valonearabos grupos, asi el
64,6% de pacientes con HBP y el 47,8% de paciettescancer de préstata
presenta valores de PSA inferiores a 10,0 ng/ml.

Ademas, el 43,4% de pacientes con cancer de pégtatl 54,2% de
pacientes con HBP tiene valores de PSA entre 4(1,G/ng/ml.

En nuestro estudio no hemos encontrado diferesggasificativas entre las
medianas de valores del PSA sérico en ambos gdgpestudio ni tampoco con el
estadio clinico T ni con la presencia de metastasis

Si se han encontrado diferencias significativaselagrado de Gleason en el
grupo de pacientes diagnosticados de adenocarcim@marostata, con valores
mayores de PSA sérico cuando mayor era el gra@lesson (p= 0,039).

También se ha encontrado relacion entre niveleselgdsdos de PSA con
los éxitus tumor dependientes (p= 0,003) y la cude supervivencia es

significativa si se relaciona con los valores d& RB§rupados (Log Rank= 0,04).
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Como se ha indicado en la introduccion los factopeptidicos de
crecimiento son secretados tanto por las célulaesiema como las del epitelio
de la préstata y ayudan a regular el crecimientcésta. Se ha demostrado la
existencia de alteraciones en la produccién deofflestde crecimiento y en la
expresion de sus receptores en modelos experirasrdal muchos tumores. Estas
alteraciones se han propuesto como un mecanisnao exglicar el crecimiento
tisular incontrolado del cancer.

Por otro lado, también hemos destacado que |la gégisis es necesaria para
el crecimiento tumoral. Hay evidencias indirectésnbdocumentadas de que el
crecimiento tumoral es angiogénesis dependientgeyiap factores de crecimiento
regulan esta neovascularizacion. En este senteldjasobservado en modelos
experimentales de cancer de prostata que VEGF yFbf@gan un papel
fundamental.

En el presente estudio hemos determinado las coacemes séricas de
VEGF vy las urinarias de bFGF en una serie de pasaron indicacion de biopsia
prostética por sospecha de neoplasia de préstase yan relacionado con
marcadores diagndsticos y prondsticos reconocidesjizando un estudio
transversal en el momento del diagndéstico paratateveriguar si pueden aportar
informacion diagnostica y/o prondstica adicionglgsteriormente se ha estudiado
su relacion con la mortalidad en los ocho primafiss de seguimiento.

Hemos observado que ambos grupos presentan disere edad
estadisticamente significativas (p< 0,05), lo aefleja lo observado normalmente
en la préctica clinica y en estudios en los queetzEcionan estos factores de
crecimiento con grupos similarés 288 38%)

Se ha comprobado que las tasas séricas de VEGRestnan relacion con la
edad siendo independientes de &4t Por ejemplo, Yamamaoto et &
estudiaron 184 pacientes sanos con edades congaergtitre los 29 a 59 afos y
no encontraron relacién entre los niveles circeamnte VEGF y la edad.

Kumar et af?*® tampoco encuentran relacién con la edad en urogroptrol
de 136 sanos estudiando niveles séricos de VEGElaeion al cancer colorectal.
En este mismo estudio ademas observan que no e&lataon entre varones y

mujeres, aunque este problema obviamente no ste@lan nuestro estudio es muy
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importante tenerlo en cuenta en algunos factorege@miento en los que si que
puede existir esta relacidon como mas adelante \o=em

Tampoco se ha encontrado relacion entre la edad yileles séricos y/o
urinarios de bFGF en la literatura revis&4& %)

En nuestro estudio no hemos observado una relaegiadisticamente
significativa entre los niveles séricos de VEGeY lrrinarios de bFGF con la edad
(p= 0,920 y p= 0,782 respectivamente).

Se ha comprobado la presencia de niveles séricesetagados de VEGF
en pacientes con una variedad de canceres quepablecion normal y con una
correlacién positiva con la presencia de enfermenedastasicd?®® 2 sin
embargo respecto a la relacion de los nivelesagde VEGF y urinarios de bFGF
con la HBP y adenocarcinoma de prostata encontrasottados contradictorios.

A continuacion hacemos una revision de los estudimslos que se ha
relacionado VEGF y bFGF entre grupos de paciemegatologia prostatica.

Hay que sefalar que muchos de estos estudios fsaimginte comparables
ya que aunque se han determinado los factoresedeniento con los mismos kits
comerciales que en nuestro estudio, no hay unittacha la hora de determinar el
compartimento sanguineo (suero, plasma, sangr@ ydtaurinario en el que se
realiza el andlisis.

El VEGF circulante tiene un origen multicompartirten asi procede del
tumor, pero puede ser liberado también por plagugpanulocitos, monocitos y
linfocitos (398-40%)

Hay estudios que han demostrado una relacién direotre el recuento
plaquetario y la concentracion sérica de VEGF,aidm# que puede reflejar mas el
recuento plaquetario que la carga tum&Pal

Se ha observado una asociacion entre la agregpleiquetarian vitro y las
concentraciones de VEGF demostrando que la prapods VEGF liberado de las
plaquetas durante la formacion del coagulo esédattuprincipal de VEGF en las
muestras de suef§?.

Se ha comunicado que los niveles séricos de VEGtemaiaban de manera
variable a lo largo de dos horas durante la coagiraa temperatura ambiente,

manteniéndose estable posteriormé&fife??® 403)
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De todas formas una situacion similar ocurre en daserminaciones
plasmaticas de VEGF, en las que inicialmente paregistir mayor efectividad
para diferenciar a los voluntarios sanos y pacgeeot® procesos no neoplasicos de
los pacientes oncoldgic68% “°*) Se han determinado niveles plasmaticos de factor
plaquetario 4 (PF4), por lo que los valores apdesaen voluntarios sanos podrian
ser debidos a una activacion parcial de las plagirevitro, haciendo cuestionable
la conclusién sobre el papel de VEGF plasmaticoccorarcador tumoraf®.

Lee et af*®® sugieren que aunque es cierto que los nivelesosédie VEGF
dependen del recuento de plaquetas, la proporogdWHEGF derivado de las
mismas también refleja la biologia de las célulasarales, ya que se ha observado
que las células tumorales circulantes forman cojpleon las plaquetas, por tanto
los niveles séricos podrian ser méas Utiles comddaeate VEGF circulante para el
prondstico de pacientes con cancer.

Por tanto, es un problema no resuelto actualmente apmpartimento
sanguineo es el ideal para realizar las deterntineside VEGKE'®®). El segundo
consenso internacional para la metodologia y @#ede la evaluacién de la
cuantificacion de la angiogénesis en tumores s®lidonanos aunque recomienda
la determinacion sisteméatica en plasma, suero greatotal, precisa que sigue
siendo necesaria la realizacion de estudios cBrjicospectivos y controlados que
clarifiquen en qué compartimento sanguineo deberalizagse las
determinacioné®®.,

Respecto a bFGF tampoco hay uniformidad a la hearaestablecer el
compartimento en el cual se determina. En algirdestomo el de Kohli et &1°”
determinan VEGF y bFGF en plasma, asi como bFGForara ya que fue
indetectable en plasma.

Duque et af?®® fueron los primeros en medir niveles circulantesV&EGF
en pacientes con HBP y cancer de prostata. Encontgue niveles elevados de
VEGF en plasma se asociaban a enfermedad metast@siponen la hipotesis de
qgue los niveles plasmaticos de VEGF pueden seesitibmo marcadores de
enfermedad diseminada. De todas formas, tambiéoné&acon un pequefio grupo
de pacientes con enfermedad localizada y nivetesdbs de VEGF, sin poder dar

una explicacion clara.
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Hay un estudio que ha demostrado descensos sajnifis de los niveles
plasmaticos de VEGF tras la realizacion de unatgt@stomia radical por cancer
de préstata clinicamente localizado, sugiriendo lgu@roduccién prostatica de
VEGF puede contribuir de una forma sustancialtal the VEGF plasmatic§®®.

Walsh et af*® no encuentran diferencias significativas de Ideres séricos
de VEGF y de bFGF determinados en un grupo de miasiecon HBP y con
adenocarcinoma de prostata y ademas no encuentiartendencia a valores
superiores en el segundo grupo. Esto contradiceekdtados de Meyer et &t
gue hallan niveles superiores de bFGF en pacieontesancer de prostata respecto
al grupo de pacientes con HBP.

Jones et df° tampoco observan diferencias significativas en#leres de
VEGF en pacientes con HBP y con cancer de préataigue si que observa una
tendencia a encontrar valores mas elevados eratismes con cancer de préstata.

Kohli et al“°” encuentran niveles elevados de VEGF en plasmae petr
plaguetas en la mayoria de pacientes con cancprodéata avanzado aunque no
encuentran relacion significativa con un grupo deigntes con cancer de préstata
con valores de PSA estables. Este autor tambi@mnigia bFGF en orina ya que
los niveles de bFGF en plasma fueron indetectabie®ncontrar ninguna relacion
significativa.

Nguyen et af*®” determinan niveles urinarios de bFGF en una eatens
muestra de pacientes con diversos tipos de cawWaerque detectan niveles
elevados de bFGF en orina de algunos pacientescénner de prostata no
observan una diferencia significativa con los aues sanos, solo encuentran
relacion significativa dentro de los tumores s@idm los sarcomas y tumores de
testiculo.

Bok et al®*® no encuentran diferencias significativas en logles urinarios
de bFGF en pacientes con cancer de prostata horefoaciario.

Cronauer et dt*® hallan diferencias significativas entre niveles lifeGF
pero entre pacientes con cancer de pristata ynpesisanos determinando bFGF

en suero.
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En nuestro estudio no se ha encontrado relacionifisafiva entre las
concentraciones séricas de VEGF en ambos grupo8,(Q69), aunque si que hay
una tendencia a encontrar valores superiores egruglo de pacientes con
adenocarcinoma de proéstata.

Sin embargo, debemos destacar que si que hemos/athseuna relacion
estadisticamente significativa entre los nivelegcgg de VEGF y la presencia de
metastasis (p= 0,035).

Respecto a los niveles urinarios de bFGF no hemosngrado diferencias
significativas entre ambos grupos (p= 0,477) ni tama@lencia a valores superiores
en el grupo de adenocarcinomas.

Tampoco se ha encontrado relacion significativaloemiveles urinarios de
bFGF y la presencia de enfermedad metastdsica,uausigque se apreciaban
medianas superiores en los casos con metastasis.

Una posible explicacion de la ausencia de relaeiomuchos estudios en los
gue se compara bFGF en orina entre grupos de pesieon HBP y con cancer de

préstata u otros tumores urolégicos la sugierenrietBet al®’"

, que recuerdan
gue bFGF es mitdogeno no solo para las células elmles sino también para los
fibroblastos y células musculares lisas, y que bir@ga un papel muy importante
en la patogénesis de la HBP. En este estudio campaveles urinarios de bFGF
en un grupo de pacientes de ambos sexos con tunesieales y un grupo control,
observan que bFGF en orina tiene un mayor poterdi@jnostico cuando
comparan ambos grupos y solo lo analizan con nayjegedecir las diferencias son
mas evidentes que cuando incluyen varones con neglage edad de 70 afios.

Otros autores como Trojan etdf analizando VEGF, EGF y bFGF en
muestras tisulares de cancer de préstata conclgyenbFGF parece tener una
papel menor que VEGF en la angiogénesis del calecprostata.

Respecto a los valores de los factores de credimiebtenidos en otros
estudios destacamos como Walsh ét®hlobtienen una mediana de VEGF de
206,00 pg/ml para los pacientes con cancer deagtedavanzado y 241,00 pg/mi
para el grupo de pacientes con HBP. Enjoi ét'Hlobtienen una mediana de
VEGF de 504,00 pg/ml en un grupo de pacientes wmottes de vias biliares y de
261,00 pg/ml en voluntarios sanos.
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La mediana de los valores de VEGF en el grupo deepies con
adenocarcinoma de préstata en nuestro estudio ¢u86d,00 pg/ml (31,20 —
2500,00 pg/ml) y de 499,00 pg/ml (3,24 — 2500,00mbgen el grupo de pacientes
con HBP.

La mediana de bFGF en orina en el estudio de Bak®f fue de 1,62 ng/g
de creatinina en el grupo de pacientes con camcprastata.

En nuestro estudio fue de 0,46 ng/g de creatininalerupo de pacientes
con cancer de préstata y de 0,89 ng/g de creatimimarina para el grupo de
pacientes con HBP.

Todos estos estudios han utilizado una técnica HeSA para la
determinacién de VEGF y bFGF del mismo fabricante gn nuestro caso por lo
que las diferencias apreciadas so6lo pueden as#airuna falta de estandarizaciéon
en la fase preanalitica.

Estos mismos autores no encuentran una relacidadisstamente
significativa entre VEGF y el grado de Gleasonepehdientemente que hayan
encontrado diferencias con el grupo de pacientesssa con HBP o del medio
(sangre u orina) en el que se ha determinado wirfde crecimient& 2%®)

Duque et ai*®® si que encuentra una tendencia a valores masdels\en
Gleason entre 8 y 10, aunque sin significaciondéstiaa.

Tampoco encuentran relaciéon los autores que hamiadb bFGF con el
grado de Gleason, sea cual sea la relacion queranbéncontrado con el grupo de
pacientes sanos o con HBP e independientementaatkb en el que se analizara
bFG F(83' 148, 340, 381, 40.7)

En nuestro caso, no se ha encontrado una rela@aificativa entre los
valores tanto de VEGF como de bFGF con el grad&l@ason en el grupo de
pacientes con adenocarcinoma de prostata.

Si que hemos observado valores superiores de bR@&Heason entre 8 y 10
(bFGF= 13,71 ng/g de Cr en orina) aunque sin sa@uion estadistica.

Sucede lo mismo cuando se relacionan estos faatieresecimiento con el
estadio clinico.

Dugque et af*® no encuentran relacién entre VEGF y estadio ditiecnoral

en el grupo de pacientes con cancer de prostata.
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Cronauer et dt*® y Meyer et af®®® tampoco encuentran relacién entre
bFGF y estadio clinico tumoral.

En nuestro estudio no se ha encontrado relacidifisafiva entre los valores
séricos de VEGF y urinarios de bFGF con el esteldtiico T.

Los autores citados tampoco encuentran relacidnfisigtiva entre VEGF y
los niveles de PSA, aunque Duque ef®l.observa valores significativamente
elevados de VEGF en plasma en los pacientes cor RGA ng/ml.

Cronauer et dM® no encuentra relacién significativa entre los reso
séricos de bFGF y los de PSA aungue observa teiadeawalores mas elevados
en los casos con PSA> 100,0 ng/ml.

En nuestro estudio no se hallado correlaciéon saaiifa entre valores
séricos de VEGF y de PSA, aunque hay una tendanéores algo mayores si se
compara con el PSA agrupado.

No se ha observado una relacién significativa eloisevalores urinarios de
bFGF y los valores séricos de PSA, méas bien urdetaia a valores superiores en
el grupo de pacientes con PSA450 ng/ml, aunque sin significacién estadistica
(p=0,21).

Aunque no existen valores de referencia de noradligstablecidos para
ninguno de los factores de crecimiento que hemuasgdieslo, se han intentado
establecer en ocasiones puntos de corte en relaokine todo a la capacidad de
discriminacion con la presencia de cancer metastasi

Asi pues, Duque et F® establecen, mediante una regresién logistica, un
punto de corte para VEGF en 18,00 pg/ml en el @lalest demuestra una
sensibilidad del 81% y una especificidad del 71%ekmiagnéstico de cancer
metastasico, en un grupo de estudio de 80 pacientes

Meyer et af*®? establecen un punto de corte, aunque de formaaaiaj en
1,00 pg/ml para bFGF en suero mediante el querabti@a sensibilidad del 83%
pero una especificidad del 44% para la detecciéradeer.

En nuestro estudio mediante la realizacion de esurda rendimiento
diagnostico (curvas ROC) para VEGF y bFGF en réfaaila discriminacion entre

HBP y cancer de prostata no encontramos un areadaprva con significacion
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estadistica para poder establecer un punto de parte distinguir entre ambos
grupos.

Sin embargo, realizando las curvas de rendimierggndstico para VEGF
respecto a la deteccién de metastasis observangoseqobtiene un area bajo la
curva con significacion estadistica (p= 0,035). Beuerdo con esta curva
obtenemos el punto de corte de 891,00 pg/ml de VEGHRo el de maxima
sensibilidad (80%) y especificidad (70,8%) paradkteccion de enfermedad
metastasica.

Considerando este punto de corte como referencegadcular la curva de
supervivencia de Kaplan-Meier tumor-especifica meoatramos significacion
estadistica respecto a este valor (Log Rank= 0,51).

La curva de rendimiento diagnéstico de bFGF respacta deteccion de
metastasis no presenta un area bajo la curva atkequera tener significacion
(p=0,162).

En el presente trabajo evidenciamos que nivelegaéts de VEGF en
suero se asocian a pacientes con cancer de pnistaatasico.

La medicién de los niveles de VEGF puede ser aiha@ marcador de
enfermedad diseminada y puede afadir informaciGoiom@l prondstica a la
proporcionada por el grado de Gleason, estadi@aolinPSA sérico, aunque hacen
falta estudios prospectivos con tamafos muestralegho mayores para
determinar qué medio humoral es el ideal para Eal@stos niveles y como puede
ser utilizado como una herramienta mas en el mansgguimiento de pacientes
con cancer de prostata asi como medida de respldstédamiento y agresividad

del tumor.
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Con los resultados obtenidos en nuestro estudiemos establecer las siguientes

conclusiones:

1. Se ha encontrado una relacidon significativa ente rliveles séricos de

VEGF y la presencia de metéstasis.

2. No se observado una relacion significativa de tasentraciones séricas de

VEGF entre los pacientes con patologia benignaligneade prostata.

3. No se han apreciado relaciones significativas elogeniveles séricos de
VEGF vy los niveles séricos de PSA, edad de losepées, estadio clinico

tumoral y grado de Gleason.

4. No se ha observado relacion significativa entrenlgsles séricos de VEGF

y la mortalidad céncer especifica.

5. No se ha apreciado relacion significativa de logleis urinarios de bFGF

entre los pacientes con patologia benigna y matignaréstata.

6. No se han apreciado relaciones significativas dogeaiveles urinarios de
bFGF y los niveles séricos de PSA, edad de loseptas, estadio clinico

tumoral, grado de Gleason y presencia de metastasis

7. No se ha observado relacion significativa entre ogles urinarios de

bFGF y la mortalidad cancer especifica.
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