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Introduccion

I. INTRODUCCION.

El cancer de vejiga supone, aproximadamente el 2% de todos los tumores malignos, es
el quinto tumor mas frecuente de los varones occidentales y es el segundo tumor
maligno en frecuencia dentro del aparato urinario. En Estados Unidos se cifra una
incidencia anual de céncer vesical de 54300 casos, produciendo 12400 muertes
anuales.!

En nuestro pais se estima una incidencia de 20 casos por cada 100.000 habitantes y afio,

siendo el segundo tumor uroldégico mas frecuente por detras del cancer de préstata.

En 1998 provocé 3702 defunciones en Espafia y 361 en la Comunidad Valenciana.” La
variante histologica méas frecuente del cancer vesical es el carcinoma transicional. La
mayoria de tumores vesicales, entorno a un 70%, son superficiales limitando su
extension a la mucosa.®* De éstos Ginicamente el 15 % tiene probabilidades de progresar
provocando riesgo de muerte.

Del 30% de los tumores vesicales que se diagnostican como neoplasias infiltrantes en el
momento de su presentacion mas de la mitad se asocia a desarrollo de metastasis y a un
elevado riesgo de muerte.

La evolucién natural del cancer vesical se puede correlacionar con diversos factores
prondsticos reconocidos como son el grado citoldgico y el estadio o profundidad de
penetracion del tumor en la pared vesical, la existencia de invasion vascular o linfatica y
la presencia de carcinoma in situ (CIS). Estos factores histoldgicos si bien tienen una
gran utilidad clinica, son insuficientes para determinar el potencial bioldgico especifico
de un céancer determinado.”

Los modelos tradicionales de la carcinogénesis proponen una secuencia de estadios que
indican la progresion desde una lesion superficial hasta una invasiva con afectacion de
la capa muscular.

No obstante, la disparidad de expresiones clinicas del cancer vesical sugiere la
existencia de un amplio espectro de procesos patoldgicos diferentes pero relacionados
entre si que da lugar a una gran variedad de diatesis tumorales con potenciales
bioldgicos caracteristicos.
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1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS Y GENETICOS DEL CARCINOMA
VESICAL .

El primer paso en el desarrollo de una neoplasia vesical consiste en la transformacion
neoplasica intraepitelial como consecuencia de carcindgenos, que provocan cambios
genotdxicos, o de la aparicién de accidentes genéticos espontaneos. La proliferacion de
las celulas transformadas puede dar lugar a un carcinoma de células transicionales

clinicamente detectable, inicialmente confinado a la mucosa.

En el tipo mas frecuente de carcinoma transicional la proliferacion de las células
neoplasicas se continta con el desarrollo de multiples capas de células que inducen una
neoformacion vascular formandose frondas papilares alrededor de un eje fibrovascular
central. Los tumores resultantes suelen ser de bajo 0 moderado grado citoloégico y sus
células permanecen en las capas epiteliales mostrando una escasa propension a la
propagacion (<5%).° Estos tumores representan aproximadamente el 70% de los

tumores vesicales superficiales.>*>®

En la variante menos frecuente de Carcinoma in situ (CIS) la proliferacién continua de
las células produce una gruesa capa epitelial que se extiende a lo largo de la mucosa
vesical manteniendo una conformacion plana, i.e no papilar, estando formado, aunque
no necesariamente, por células con nucleo grande, irregular e hipercromatico, afectando

a todo el espesor del epitelio. Por definicién todos los CIS son lesiones de alto grado.’

Los tumores papilares superficiales de alto grado y los tumores invasores de alto grado
suelen aparecer asociados a CIS. °

Se ha observado que el CIS se asocia a rotura de la membrana basal y a extension a la
lamina propia en el 20-30% de los casos.® Este hallazgo presagia un mal prondstico con

unas tasas finales de progresion del 30 al 50%.°

Asi, podemos distinguir, clasicamente, dentro de los tumores vesicales dos grandes
grupos: los superficiales papilares y los invasores o infiltrantes.
A su vez dentro del grupo de los tumores superficiales podemos distinguir dos

variedades : la primera, compuesta por tumores papilares de bajo grado (estadio pTa)
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que se asocia a una tasa de recurrencia elevada (50-75 %) pero con una probabilidad de
progresion baja (<5%) , y, la segunda formada por tumores papilares de mayor grado
que han infiltrado la lamina propia (pT1) y que pueden asociarse a CIS con una tasa alta
de progresion final (30-50%). °

Asi, aungue las dos variedades de afectacidn superficial ( pTa y pT1) estan confinadas
inicialmente a la mucosa, muestran en su evolucion patrones de conducta muy
diferentes. De este modo la clasificacion de los tumores pT1 como superficiales es
erronea e imprecisa.’

Existe la sospecha que la carcinogénesis vesical puede desarrollarse por vias

moleculares diferentes.>!%!

En el cancer de vejiga superficial se han identificado
numerosas alteraciones con perdidas de los alelos del 9q *° y mas recientemente del
gpllz

En contraste, las mutaciones del gen supresor p53, localizado en el cromosoma 17, se
identifican con mas frecuencia en el CIS y en los tumores invasores de la capa
muscular.> !

La proteina p53 no mutada o salvaje actta sobre el ciclo celular deteniendo el ciclo en
G1 y es crucial para la reparacion del ADN anormal y para que las células con ADN
irreparable se dirijan hacia la apoptosis. Tiene a su vez capacidad de regulacion, en
sentido negativo, del proceso angiogénico a diferentes niveles: la p53 funcional no
mutada inhibe la produccién, inducida por la hipoxia, de la sintetasa del 6xido nitrico,
de la ciclooxigenasa 2 , de VEGF (del inglés vascular endothelial growth factor o factor
de crecimiento del endotelio vascular) y de FGF bésico (factor de crecimiento
fibroblastico basico); pudiendo, ademas, inducir la produccion de trombospondina 1,

angioestatina y endostatina que son potentes factores antiangiégenos.’

Las mutaciones y las delecciones del gen de la proteina p53 se encuentran entre los
acontecimientos mas frecuentes en el desarrollo de muchos cénceres.™® Las mutaciones
del gen supresor p53 permiten la replicacion de un ADN anormal y la expansion clonal

de las células mutadas.®

Aln queda por resolver si se puede utilizar la expresion de p53 como un indicador del

prondstico. El valor de la p53 puede ser sélo un marcador secundario de la mutacion o

la inactivacion, y la sobreexpresion detectada por métodos inmunohistoquimicos o
4
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mediante el polimorfismo de una sola hebra puede no reflejar una pérdida verdadera de
su funcion.”

Estudios realizados inicialmente por Sarkis et al en 1995 indicaban que la
sobreexpresion de p53 es un factor de riesgo negativo independiente para la
supervivencia a largo plazo de pacientes con tumores vesicales tratados con
quimioterapia neoadyuvante.’*  Para tratar de determinar el papel funcional de la
sobreexpresion de p53, una investigacion posterior a la anterior, realizada por
Buckholm et al en 1997 en una serie de 212 tumores de mama, de los ejecutores
eferentes 0 moléculas de la transcripcion, identifico la proteina p21 como una proteina
que inhibia la accion de las cinasas dependientes de las ciclinas (proteinas reguladoras
del ciclo celular), impidiendo la progresién por el ciclo celular. *°

Se ha relacionado la incapacidad relativa para expresar la p2l en presencia de
mutaciones del p53 con una supervivencia inferior en los canceres de mama y de
pulmoén.®

Aunque la proteina p21 participa en la proliferacion celular, la apoptosis y las
funciones de la proteina p53, estudios relaizados por Lipponen et al en 1998 no han

observado que posea un valor prondstico independiente en el cancer de vejiga.’®

I. 1.1 RECIDIVAS EN EL CARCINOMA VESICAL.

Se han propuesto dos teorias para explicar tanto la multicentricidad como las recidivas
locales (vesicales) del cancer vesical: la “teoria del cambio de campo” y la teoria de
“capacidad de clonacién”.’

Segun la primera teoria (“cambio de campo”) todos los campos, es decir toda la
superficie del urotelio estd expuesta a carcindgenos, lo que favorece la aparicion de
numerosos episodios carcinogenos diferentes en mdltiples puntos de la superficie
urotelial. En teoria esto permitiria el desarrollo de tumores bioldgicamente diferentes de
acuerdo con los cambios aleatorios del ADN, como resultado de la exposicion a
carcindgenos  en el contexto de de las circunstancias especificas del huésped. Un
ejemplo frecuente es el desarrollo de diferentes variedades de cancer vesical a lo largo
del tiempo, aunque también sea posible encontrar sincrénicamente tumores vesicales

multiples, separados espacialmente y con alteraciones genéticas diferentes.
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La teoria de la “capacidad de clonacion” sugiere que stem cells o células madre
transformadas dan lugar a maultiples células hijas que se diseminan e implantan en
diferentes localizaciones de la mucosa vesical, produciendo multiples tumores que
comparten las mismas alteraciones genéticas, aspecto histolégico y comportamiento
clinico. La siembra de células tumorales durante la reseccion de un tumor primario ha
sido uno de los mecanismos sugeridos para explicar la recurrencia de tumores con las
mismas caracteristicas genéticas e histopatoldgicas que el tumor primario. Aunque la
capacidad de clonacion y la implantacion pueden ser responsables de la recurrencia, la
proliferacion puede permitir que surjan nuevas alteraciones genéticas que se manifiesten
en una neoplasia biolégicamente mas agresiva.’

Se ha sugerido que la acumulacion de cambios genéticos en las células procedentes de
la célula madre comun, los cuales pueden facilitar sucesivamente la proliferacion, es la

responsable de la generacién de tumores con una actividad biolégica variable.!’

1.2 ANGIOGENESIS Y CANCER.

Hasta que el tumor alcanza un tamafio de 1 a 2 mm® recibe todos los nutrientes y el O,
por difusién simple.”

Una vez que el tumor alcanza tamafios clinicamente detectables necesita generar
neovascularizacion que permita el aporte de nutrientes y 0, necesarios para continuar su
desarrollo. En los experimentos llevados a cabo por Folkman et al en la década de 1960
a 1970 inoculando células tumorales en érganos aislados y perfundidos, se demostr6
que la ausencia de angiogénesis se asociaba a una restriccién del crecimiento tumoral a
pequefios esferoides de 1 mm® o menos. Esta fue la primera vez que se consiguié que
tumores viables crecieran como masas tridimensionales en un tejido sin
neovascularizacion. Cuando se trasladaba el pequefio tumor al ratén del que provenia
desarrollaba neovascularizacion y crecia y alcanzaba tamafios 1000 veces superiores al
obtenido en el 6rgano aislado.’®*" A partir de estos estudios se formulé la hipétesis que

el crecimiento tumoral es angiogénesis dependiente.

Estudios posteriores realizados en la década de los afios 70 aportaron pruebas, la

mayoria de caracter indirecto, de la veracidad de la hipotesis:
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1. El crecimiento tumoral en la cornea (avascular) del conejo tiene lugar de manera
muy lenta y de manera lineal mientras esta se mantiene avascular; tras la
vascularizacion se aprecia un crecimiento exponencial de la poblacion
tumoral.?

2. Los tumores suspendidos en el humor acuoso de la cdAmara anterior del ojo del
conejo permanecen viables y limitados en su crecimiento ( 1 mm?®). Estos son
capaces de inducir neovascularizacion en los vasos del iris pero estan
demasiado distantes para ser invadidos por ellos. Una vez que el esferoide
tumoral es implantado contiguamente a los vasos neoformados el tumor puede

crecer 16000 veces su volumen original en un plazo de dos semanas.?®

3. Los tumores cultivados en el humor vitreo del ojo del conejo permanecen
viables pero limitan su desarrollo a menos de 0,5 mm de diametro durante al
menos 100 dias. Una vez el tumor alcanza la superficie de la retina se
neovasculariza 'y en un plazo de dos semanas puede experimentar un crecimiento
volumétrico 19000 veces superior a su volumen original.2*

4. Los retinoblastomas humanos que metastatizan al vitreo son viables, avasculares
y de crecimiento limitado.”

5. Los tumores implantados en la membrana corioalantoidea del embrién de pollo
tienen limitado su crecimiento durante la fase avascular pero crecen rapidamente
una vez se vascularizan. %

6. En las experiencias desarrolladas por Thompson y colaboradores se aprecio que
las células neoplasicas inyectadas subcutaneamente desarrollaban tumores que
se vascularizaban cuando alcanzaban un volumen de 0,4 mm®. Conforme
aumentaba el tamafo tumoral los vasos eran envueltos por el tumor infiltrante.
Los vasos llegaban a ocupar el 1,5% del volumen tumoral. Esto implica un
aumento de un 400% respecto a la densidad vascular normal del tejido celular
subcutaneo.”’

7. La fase vascular de los tumores de colon que aparecen espontaneamente en las
ratas tras la administracion de carcindgenos se puede subdividir a su vez en dos.
En una etapa precoz (diametro inferior a 3,5 mm ) el tumor esta alimentado por
los capilares preexistentes del huésped que estan dilatados y ensanchados. En
una etapa posterior (diametro superior a 5 mm ) se aprecia una proliferacion
capilar para conseguir una densidad microvascular superior a la normal.?®

7
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Del mismo modo en la dltima década se han acumulado pruebas directas que

demuestran que la neovascularizacion es necesaria para el crecimiento tumoral:

1. Un inhibidor de la angiogénesis el AGM -1470, un analogo sintético de la
fumagilina, inhibe el crecimiento tumoral in vivo pero no in vitro.” Esta
substancia inhibe la proliferacion de células endoteliales in vitro e in vivo.

2. EIl factor de crecimiento fibroblastico basico (FGF-b) es un potente agente
angiogenico Yy tiene la capacidad de inducir mitosis en las células endoteliales.
Esta producido por las células endoteliales, teniendo éstas, ademas, receptores
para él.%

3. En las experiencias llevadas a cabo por Gross y colaboradores se aprecid
crecimiento tumoral de un céncer de colon humano, cuyas células carecian de
receptores afines para el FGF-b y para las que el FGF-b no fue mitégeno in
vitro. Cuando fue implantado en un raton desnudo, la inyeccion sistémica de
FGF-b estimulé un aumento en la densidad y ramificacion de los vasos
sanguineos asi como una duplicacion del tamafio del tumor. Se demostrd la
existencia de receptores para el FGF-b en el endotelio vascular. Cuando el raton
portador del tumor recibié anticuerpos monoclonales contra el FGF-b el
crecimiento tumoral se retardé de manera significativa.*'Esta experiencia mostré
que los cambios en el crecimiento del lecho capilar de un tumor influyen de
manera directa en el crecimiento tumoral.

4. Las experiencias llevadas a cabo por Hori y colaboradores demostraron la
importancia del FGF-b en la angiogénesis y la progresion tumoral. Realizaron
una transfeccion de DNA complementario (DNAc) de FGF-b humano a
fibroblastos normales de raton. Estos fibroblastos exportaban FGF-b y eran
potentes inductores de angiogénesis. Cuando eran implantados en ratones
inducian grandes tumores de evolucion letal. Se demostré que la angiogénesis
estaba inducida principalmente por el FGF-b liberado por estos tumores al
realizar una mutacion lugar especifica del FGF-b de manera que dos serinas

8
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quedaran substituidas por cisteinas de tal forma que el FGF-b resultante fuera

neutralizado por un anticuerpo especifico que no tenia actividad sobre el FGF-b

natural. Cuando se administraba el anticuerpo al raton al que se le habia
injertado la neoplasia se aprecid una significativa reduccion en la
neovascularizacion y en el volumen tumoral.

5. Kim y colaboradores desarrollaron una experiencia similar inhibiendo la
actividad de otro potente agente angiogénico, el VEGF o factor de crecimiento
del endotelio vascular también conocido como VPF o factor de permeabilidad
vascular, con ayuda de un anticuerpo monoclonal especifico contra VEGF. El
anticuerpo fue administrado a ratones desnudos a los que se les habia
implantado lineas celulares de rabdomiosarcoma, leiomiosarcoma o
glioblastoma multiforme de origen humano. En los ratones tratados el
crecimiento vascular se vio afectado (existiendo una menor densidad capilar
tumoral que en ratones no tratados), apreciando reducciones tumorales, en
ocasiones, superiores al 90%.

La utilizacion del anticuerpo in vitro no tuvo efecto sobre la tasa de crecimiento

en los cultivos celulares.®

En relacion con las neoformaciones vesicales, la angiogénesis, expresada como
densidad vascular en las preparaciones histopatologicas de las piezas quirurgicas, ha

mostrado tener relacién con la supervivencia e intervalo libre de enfermedad®3>*® asi

como con la existencia de afectacién ganglionar.*’

La hipotesis que el crecimiento tumoral es angiogénesis dependiente parece asi tener
solidez con la salvedad que ésta es necesaria, pero no suficiente para un crecimiento
tumoral mantenido. Asi la ausencia de neovascularizacion limitara significativamente
el crecimiento tumoral, y el inicio de la actividad angiogénica en un tumor permitird,
pero no garantizara, su continua expansion.*® De este modo para que una célula
tumoral pueda metastatizar tiene que acceder a la vascularizacion de la neoplasia
primaria, sobrevivir en el torrente circulatorio, detenerse en la microcirculacion del
38,39

salir del torrente circulatorio® , crecer en el érgano diana, e inducir
9
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41,42

angiogenesis. La angiogenesis es necesaria tanto al principio como al final de la

cascada metastésica.*®

No obstante existen estudios recientes que parecen mostrar que existen excepciones a
esta afirmacion. Vermeulen et al han descrito recientemente tres patrones de
crecimiento de las metastasis hepaticas de adenocarcinoma colorrectal: desmoplasico,
compresivo y de reemplazo.** Los dos primeros patrones se caracterizan por la
destruccion del parénquima hepatico, sin embargo, en el tercero o de reemplazo existe
una conservacion del patron de reticulina hepético, en el interior de las metéstasis, a
nivel de la interfase tumor-higado expandiéndose con un desarrollo angiogénico

minimo, cooptando o coutilizando el estroma y la vascularizacién sinusoidal hepatica.**

Este estudio no es Unico. Pezzela et al estudiaron el patron de vascularizacion de una
serie de 500 carcinomas pulmonares en estadio I. La inmunotincion de células
endoteliales mostro la existencia de cuatro patrones diferentes de vascularizacion que
denominaron: basal, papilar, difuso y alveolar o no angiogénico. Los tres primeros
tenian en comun la destruccion del parénquima pulmonar normal y la produccién de
nuevos vasos y estroma. Sin embargo el patron alveolar, que fue observado en un 16%
de la serie estudiada, se caracterizaba por una falta de destruccion parenquimatosa y una
ausencia de neoangiogénesis y de estroma tumoral. Los Unicos vasos presentes eran los
de los septos alveolares, y su presencia mostraba, a través de todo el tumor, los alveolos
ocupados por células neoplasicas.

Esta observacién sugiere que en presencia de un lecho vascular adecuado algunos

tumores son capaces de utilizarlo y crecer sin inducir neoangiogénesis.*’

Holash et al han propuesto un nuevo modelo de neovascularizacion tumoral, en el que
existiria un balance dinamico entre regresion y crecimiento vasculares mediado por
angiopoyetinas y VEGF. En sus estudios han apreciado que las células neoplésicas
coutilizan o “cooptan” la vascularizacion existente del huésped rapidamente para formar
una masa tumoral inicialmente bien vascularizada.

Paraddjicamente la vascularizacion coutilizada no sufre un desarrollo para sostener al
tumor en crecimiento, sino que disminuye (posiblemente como parte de un mecanismo

de defensa del huésped) a través de un proceso que incluye la alteracion de la relacion

10
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entre la célula endotelial y las células musculares lisas, y la apoptosis de células
endoteliales.

Esta regresion vascular provoca una necrosis en la parte central del tumor. No obstante,
en la parte periférica de la tumoracién se aprecia una neoangiogénesis vigorosa capaz de

mantener al tumor superviviente y de sustentar un crecimiento posterior.

La angiopoyetina 2 (antagonista natural del receptor angiogénico Tie 2) y el VEGF
parecen estar directamente implicados en los procesos anteriores. La angiopoyetina 2 se
induce intensamente en los vasos coutilizados o “cooptados”, anteriormente a que se
produzca una induccion de VEGF en las células tumorales, marcando asi a los vasos
coutilizados favoreciendo su regresion. La activacion posterior del VEGF se asocia con

una importante neoangiogénesis.*®

.3 VEGF (FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO
VASCULAR)

El VEGF también conocido como VPF (factor de permeabilidad vascular) o
vasculotropina es una glicoproteina basica homodimérica de 34-42 kDa, ligadora de
heparina, formada por polipéptidos con extremo N terminal idénticos unidos por

puentes disulfuro que es secretada y expresada por multiples células tumorales de

| " incluyendo entre otros carcinomas vesicales y renales®,

carcinomas pulmonares®®, angiosarcomas® , tumores intracraneales”°**®, tumores

origen humano y anima

tiroideos™, tumores ovéricos > y de cérvix uterino®, neoplasias mamarias®’, tumores
del tracto gastrointestinal®® y por células no tumorales como macréfagos activados™,
queratinocitos®, células mesangiales y glomérulos renales®, hepatocitos®®, células

musculares lisas®®, células de Leydig y de la corteza suprarrenal®.

11
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1.3.1 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL VEGF.

VEGF es un potente mitdgeno para las células endoteliales procedentes de arterias,

venas y linfaticos pero carece de actividad mitogénica sobre otros tipos celulares.®>¢%’

VEGF induce la neoangiogénesis estimulando la proliferacion, permeabilidad y

migracion capilares .%

El descubrimiento de que VEGF es difusible y especifico para las células endoteliales
Ilevd a la hipdtesis que esta substancia jugase un papel fundamental en la regulacién del

crecimiento capilar, tanto en situaciones fisiolégicas como en procesos patolégicos.® *

El hallazgo de que la sola pérdida de un alelo de VEGF produzca una vascularizacion
embrionaria defectuosa que induce la muerte del embridn sefiala el papel fundamental

que juega este factor en el desarrollo del aparato circulatorio.”®"

Asi mismo, VEGF ha resultado ser un mediador clave de la neovascularizacion asociada
a determinados tumores> y algunos procesos patoldgicos oculares.’

VEGF induce la expresion tanto de activadores del plasminégeno como del inhibidor
del activador plasminégeno PAI-1 en cultivos de células endoteliales.”

Mandriota et al mostraron que VEGF favorece la expresion de receptores de

uroquinasa en las células endoteliales vasculares.”

Dvorak postulé que el aumento de la permeabilidad vascular era un paso crucial en la
angiogénesis asociada a la cicatrizacion de heridas y a la apreciada en el desarrollo
tumoral.” De acuerdo con esta hip6tesis, una de las principales funciones de VEGF en
el proceso angiogenico es la induccion de un aumento de la permeabilidad vascular a
macromoléculas produciendo una filtracion o pérdida transvascular de proteinas
plasmaticas que da lugar a la formacion de un “gel” extravascular de fibrina. Este “gel”
constituiria el substrato sobre el que puedan desarrollarse tanto las células endoteliales

como las células tumorales.
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Estudios recientes sugieren que VEGF induce fenestraciones en las células endoteliales.
Roberts et al demostraron que la administracion topica de VEGF producia la
fenestracion del endotelio de pequefias vénulas y capilares incluso en regiones en las
que, en condiciones naturales, estos vasos no son fenestrados, como son los del

cremaster o la piel.”

VEGF provoca un rapido (5 minutos) pero transitorio (alrededor de 30 minutos)
aumento de la permeabilidad microvascular sin provocar dafios celulares endoteliales ni
degranulacion de los mastocitos y su accidon no se ve blogueada por los
antihistaminicos.”’

Asi VEGF puede ser considerado como una citosina multifuncional que, por un lado
modifica la matriz extracelular promoviendo la extravasacion de plasma, con la
resultante aparicion de fibrina, y por otro estimula directamente la proliferacion de

células endoteliales.*’

VEGF también induce vasodilatacién dosis dependiente in vitro’’ y produce taquicardia
transitoria e hipotensién cuando se administra via sistémica.”® Estos efectos parecen

estar mediados por el 6xido nitrico derivado de las células endoteliales.””"®

1.3.2 ORGANIZACION DEL GEN DE VEGF Y PROPIEDADES DE LAS
ISOFORMAS DE VEGF.

El gen humano del VEGF esta organizado en ocho exones separados por siete intrones,
teniendo una extension de unas 14 kilobases (kb).”**° El gen humano del VEGF ha sido
localizado en el cromosoma 6p21.3 .

El analisis de secuencial de ADNc (ADN complementario) de un surtido de clones de
VEGF humano indic6 que el factor de crecimiento del endotelio vascular podia tener
hasta cuatro formas moleculares diferentes teniendo respectivamente 121,165, 189 y
206 aminoécidos (VEGF121,VEGF165, VEGF1g9, VEGF206).2% 982 | 3 unién alternante

de exones de un Gnico gen de VEGF es la base de esta heterogenicidad molecular.®®
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VEGF65 carece de los residuos codificados por el exon 6, mientras que VEGF;,; carece
de los residuos codificados por los exones 6 y 7. VEGFg9 tiene una insercion de 24
aminoacidos ricos en restos basicos y VEGFgs es la isoforma predominantemente

secretada tanto por células normales como anormales ( Figura 1)."%%

Las transcripciones de VEGF1,; Yy VEGF;g9 se pueden detectar en la mayoria de células
que expresan el gen VEGF.” ® Ppor el contrario VEGFs €s una isoforma de

presentacion poco habitual 2

Como ya se ha mencionado previamente el VEGF nativo es una glicoproteina de unos
42kDa homodimérica, béasica y  ligadora de heparina. Estas propiedades se
corresponden con las de VEGF1¢5.%8

VEGF;,; es un polipéptido &cido que no liga heparina. VEGF1g5 y VEGF206 SON Mas

basicos y se fijan a la heparina con mayor afinidad que VEGF¢5.%

VEGF1,; es una proteina soluble; no obstante existe un porcentaje significativo de
VEGF65 que, una vez segregada, queda unido a la superficie celular y a la matriz
extracelular.®* VEGF1gs y VEGF0s quedan secuestradas casi por completo en la matriz
extracelular pero pueden ser liberadas a una forma soluble mediante heparina o
heparinasa®. Estas formas largas también pueden ser liberadas por la plasmina tras

realizar una division a nivel del extremo carboxiterminal.®® 84

La activacion del plasmindgeno y la generacién de plasmina han mostrado tener un
papel importante en la cascada angiogénica.®®> Estos procesos también juegan un papel
importante en la progresion local y en la capacidad metastésica de las celulas

tumorales.®®

Existen evidencias experimentales que apoyan la teoria que los factores de crecimiento
“almacenados” en la matriz extracelular y liberados tras la degradacion de la misma
juegan un papel fundamental en los procesos citados.®

Asi, la proteolisis de VEGF también parece tener lugar in vivo de una manera similar.
La generacién de VEGF bioactivo por division protelitica parece tener especial
importancia en el microambiente tumoral donde el aumento de expresion de las
proteasas, incluyendo los activadores del plasminégeno, esta bien documentada.®®
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Estudios relativamente recientes, realizados por Keyt y colaboradores a mitad de la
década de los noventa, realizando una proteolisis de VEGF mediante plasmina
mostraron que ésta escindia VEGFig5 en un fragmento de 110 aminoacidos sin afinidad
por la heparina (VEGF110) y en un fragmento de 55 aminoacidos (constituido por el

extremo carboxiterminal) con capacidad para unirse a la heparina.

Los mismos autores demostraron que el producto con actividad bioldgica de la accion
de la plasmina se compone de los primeros 110 aminoacidos del extremo NH; terminal
de VEGF, careciendo el polipéptido del extremo carboxi terminal de afinidad por los
receptores de VEGF. No obstante, la pérdida de la capacidad fijadora de heparina (que
reside en el extremo carboxiterminal, aminoacidos 111-165) conllevaba una pérdida
notable de la capacidad de inducir mitosis de las células endoteliales. La potencia

mitogénica VEGF11 era cien veces menor que la que posee VEGF1¢5.%°

1.3.3 FACTORES DE CRECIMIENTO RELACIONADOS CON VEGF.

Ademas de VEGF, la familia de factores VEGF abarca a otras proteinas de gran
parenteresco estructural como: el factor de crecimiento placentario (placenta growth
factor, PIGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y VEGF-E.* (Figura 1)

Como describiré posteriormente VEGF se une a dos receptores, ambos tirosincinasas®>
% . FlIt-1 también denominado VEGFR-1, y KDR (kinase-insert domain containing
receptor) conocido también como VEGFR-2.%’

PIGF y VEGF-B se uneny activan a Flt-1(VEGFR-1) exclusivamente.

Sin embargo no se han identificado agonistas selectivos, en el ser humano, para KDR
(VEGFR-2); aunque recientemente Ogawa Yy colaboradores han identificado un ligando
que denominaron VEGF-Eyz.; (codificado en el genoma del parapoxvirus Orf NZ7) que
se une y activa especificamente al receptor KDR (VEGFR-2) pero no al receptor Flt-
1(VEGFR-1).%

VEGF-C y VEGF-D se unen a un tercer receptor denominado Flt-4 o VEGFR-3 y en

determinadas situaciones a VEFGR-2 6 KDR.®’
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Estos dos ultimos factores (VEGF-C y VEGF-D) han demostrado ser importantes

reguladores de la linfangiogénesis.***®

exon 1-5 exon 8

VEGF, 5y [ EE

exon7 8
VEGF; g5 | 7R

exon6 7 8

exon 6 6' 7 8

VEGF g L
115aa 24aa 17aa 44aa 6aa
exo exon 7
PIGF-1 o= 131 aa (total 149)
PIGF-2 4 152 aa (total 170)
123aa 21aa 8aa
318 aa
VEGF-C NN |
116aa ( ‘ ) cys-rich
proteolysis
VEGF-E [ ] (134-148 aa)
(NZ-7)

Otros: VEFG-B, VEGF-D.

Figura 1. Comparacion de las estructuras de la familia VEGF.
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1.3.4 RECEPTORES DE VEGF

1.3.4.1Flt-1y KDR

Inicialmente, en el periodo de 1990 a 1992, se identificaron dos receptores, ambos
tirosin cinasas, para VEGF %%

Fueron denominados Flt-1 (fms-like tyrosine kinase) y KDR (kinase-insert domain
containing receptor). Ambos se unen a VEGF con gran afinidad.

Flk-1, el homdlogo murino de KDR, comparte un 85% de su secuencia con el KDR
humano.”

Todos (Flt-1 ,KDR y Flk -1) tienen siete dominios inmunoglobulina (lg) like en el
dominio extracelular, una Unica region transmembrana y una secuencia tirosincinasa
que es interrumpida por un dominio de insercién cinasa.®*

Flt-1 tiene la mayor afinidad por rhVEGF45 , con un Ky de aproximadamente 10 pM,
pero su actividad tirosin cinasa es muy baja.?"®

KDR tiene menor afinidad por VEGF con un Ky de 75 -125 pM  no obstante su
actividad cinasa es tan potente como la de otros receptores tirosin cinasas
representativos como la del receptor de EGF ¥’

El gen flt-1 codifica dos polipéptidos. Asi se ha identificado una forma soluble de Flt-1,
en las células endoteliales de la vena umbilical humana, que carece del séptimo dominio
Ig —like, de la secuencia transmembrana y de dominio citoplasmico.”” Este receptor
soluble Flt-1 es capaz de inhibir la mitogénesis inducida por VEGF y es posible que sea
un regulador fisiolégico (inhibidor) de la actividad de VEGF.”” Este forma soluble se
genera por una terminacion precoz del flt -1 RNAm debida a una poliadenilacién
aberrante en el intrén 13.%°

Estudios realizados por Davis-Smith y colaboradores demostraron a mitad de la década
de los afos noventa que el segundo dominio Ig —like de KDR y Flt -1 tiene una gran
importancia para permitir la unién con VEGF ya que su supresion impide la union del

mismo a estos receptores.®®
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Se ha demostrado que VEGF induce la fosforilacion de al menos 11 proteinas en las
células endoteliales de aorta bovina.”

La fosfolipasa C-gamma es fosforilada en presencia de VEGF. Ademéas VEGF provoca
la fosforilacién de la fosfatidilinositol 3-cinasa, de la GTPasa ras y otras substancias.'®

Al parecer la interaccion entre VEGF y Flk-1/KDR es una condicién limitante para
conseguir que VEGF pueda desarrollar todas sus funciones bioldgicas. Esta afirmacion
esta sustentada por estudios realizados por Keyt y colaboradores, que generaron

101 Asi los mutantes

mutantes de VEGF con afinidad selectiva por un tipo de receptor.
que se unian selectivamente a FIk-1/KDR conseguian inducir mitosis en las células
endoteliales, mientras que aquellos mutantes de VEGF que se unian Flt-1 pero no a

KDR veian muy reducida su capacidad mitogénica sobre las mismas.

1.3.4.2 FIt4
Posteriormente, en 1993, el grupo de Alitalo y colaboradores describieron la secuencia
completa de un tercer receptor tirosincinasa que denominaron Flt4 o VEGFR-3 1%

VEGF no se une a este receptor, siendo sus agonistas VEGF-C y VEGF-D.*

1.3.5 REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN DE VEGF.

Son varios los mecanismos que han mostrado estar implicados en la regulacion de la
expresion del gen de VEGF, entre otros: la hipoxia, factores de crecimiento, mutaciones
de p53, estrégenos, TSH y el 6xido nitrico.?’

Entre todos ellos la presion parcial de oxigeno juega un papel fundamental. Se ha
apreciado un aumento en la expresion de RNA m de VEGF cuando se someten diversos
tipos de cultivos celulares a pO, bajas. %% 10410

En los glioblastomas multiformes y en otros tumores con un componente necrotico
importante, el VEGF RNA, estd expresado en células tumorales que estan yuxtapuestas
a areas de necrosis,'® sugiriendo que la hipoxia es uno de los inductores principales de

la expresion de génica de VEGF en el contexto de un microambiente tumoral.®®
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Posteriormente se describio el mecanismo mediante el que la hipoxia es capaz de
inducir la transcripcién de VEGF. Bajo condiciones hipoxicas los factores de
transcripcion HIF1 a y HIF2o (Hypoxia inducible factor 1) son estabilizados y
traslocados al ndcleo donde en colaboracién con otro factor relacionado denominado
HIFR activan el gen de VEGF a través de un elemento especifico denominado HRE (
Hypoxia response element).®’

Frank y colaboradores mostraron que la expresion de VEGF RNA, puede ser inducida,
en cultivos de queratinocitos, por varias citosinas como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el transforming growth factor beta (TGF-B) o el factor de
crecimiento de los queratinocitos (KGF).'"’

El tratamiento de cultivos latentes de lineas celulares epiteliales y fibroblasticas con
TGF-3 provocd una induccion de la expresion de VEGF RNAmM asi como liberacién
de la propia glicoproteina (VEGF) en el medio de cultivo, sugiriendo que VEGF pueda
comportarse como un mediador paracrino para agentes angiogénicos de accion indirecta
como el TGF-R.'%®
La interleukina 113 induce la expresion de VEGF en las células musculares lisas aorticas
de la rata.'®
Tanto la interleucina 1o como la prostaglandina E, (PGE;) han mostrado, en las
experiencias realizadas por Ben-Av y colaboradores, tener la capacidad de inducir la
expresion de VEGF en cultivos de fibroblastos sinoviales, postulandose asi la

participacion de estas substancias en la angiogénesis de los procesos inflamatorios.**°

También la interleucina 6 ha demostrado ser capaz de inducir expresion de VEGF en

varias lineas de células cultivadas.*!

Del mismo modo se ha probado que algunas mutaciones son capaces de inducir la
expresion génica de VEGF. Asi, los trabajos de Kieser y colaboradores, mostraron que
una forma mutada del gen supresor p53 murino induce la expresion de VEGF
RNAmM.*? Otro hallazgo similar fue descrito por Rak y colaboradores y por Grugel y
colaboradores que identificaron que tanto la mutacion como la amplificacion del gen
ras estimulaban la expresion de VEGF.!**!* Este efecto se vefa anulado cuando se
utilizaban inhibidores de ras como la farnesiltransferasa.

También la sobreexpresion de v-raf y de v-Src lleva a una estimulacion de la expresion
de VEGF.114-115
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Por todo lo anteriormente expuesto queda patente que diversas alteraciones en los
mecanismos de regulacion celulares, no relacionadas entre si, conllevan una
estimulacion de la expresion de VEGF, sugiriendo que éste sea una via final comdn para

una proliferacién incontrolada in vivo.®

1.3.6 PAPEL DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO
VASCULAR EN LA ANGIOGENESIS TUMORAL.

1.3.6.1 Expresion de VEGF y sus receptores en tumores humanos:

Estudios de hibridacion in situ realizados por varios grupos de investigacion han
demostrado que el VEGF mRNA esta activado en un gran nimero de tumores humanos
incluyendo: neoplasias pulmonares®, tumores tiroideos™, canceres de mama®’, tumores
|58’

del tracto gastrointestina carcinomas hepatocelulares'®, neoplasias renales y

vesicales®, tumores ovaricos™, carcinomas de cérvix uterino®, angiosarcomas®” y
tumores intracraneales™ ™.

El VEGF mRNA estd expresado en las células tumorales pero no en las células
endoteliales. Por el contrario el mRNA para Flt-1 y para KDR esta expresado en las
células endoteliales.”**'!® Esta distribucién apoya la hipétesis que afirma que VEGF es
un regulador paracrino primario.**’

Una excepcion es el angiosarcoma cuyas células expresan tanto el mRNA para VEGF
como para Flt-1, sefialando la posibilidad que en esta neoplasia VEGF sea un factor

autocrino.>®

Se ha demostrado la existencia de una correlacion entre la expresion de VEGF vy la
densidad microvascular en preparaciones histopatoldgicas de cancer de mama, asi como
la existencia de una asociacion entre la expresion de VEGF y el intervalo libre de

enfermedad, siendo este menor en tumores ricos en VEGF.**®

Estudios realizados por Maeda y colaboradores muestran una asociacién similar en una
serie de ciento veintinueve carcinomas gastricos, en la que la positividad de VEGF en
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las laminillas histoldgicas se correlacionaba con la afectacion vascular, metastasis

ganglionares y hepéticas.*®

En relacién con los tumores vesicales O Brien y colaboradores estudiaron una serie de
45 tumores vesicales (28 neoplasias superficiales y 17 infiltrantes) analizando la
expresion de VEGF y de PDEGF mediante andlisis de proteccion de RNasa,
determinando que la expresion de VEGF en tumores superficiales era cuatro veces
mayor que en tumores infiltrantes y diez veces mayor que en vejigas normales. Por el
contrario, en los tumores infiltrantes, la expresion de PDEGF era 33 veces superior a la
existente en tumores superficiales y 260 veces superior a la existente en vejigas
normales. Estos autores postularon, basandose en estos resultados, la existencia de dos
patrones angiogénicos en el carcinoma vesical, de tal modo que VEGF fuera una
molécula clave en el desarrollo de las lesiones papilares superficiales,( asi como que una
marcada elevacion de la expresion de VEGF implicaria la existencia de un fenotipo
mas agresivo dentro del grupo de tumores superficiales) y que PDEGF facilitaria la

progresion de Carcinoma in situ a una tumoracién infiltrante'®. (Figura 2)

VEGF++ VEGF +++ : i
' 9p-- ghis
e — e
\
N
N
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Fig. 2 Representacion esquematica del postulado de las vias o patrones de desarrollo genético y
angiogénico en el cancer vesical segiin O Brien et al."® Las mutaciones del cromosoma 9q se aprecian
en un 80% de los tumores pTa pero son poco frecuentes en los tumores infiltrantes. Los autores proponen
que VEGF es una molécula clave en el desarrollo de los tumores superficiales y que una expresién

marcadamente elevada de este factor lleve a fenotipo mas agresivo dentro del grupo de neoformaciones
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superficiales. Las mutaciones de 17 p se aprecian en el 60 % de los CIS. Los autores postulan que una

elevada expresion de PDEGF facilite la progresion de de carcinoma in situ a lesiones infiltrantes.

En otro estudio posterior, de este mismo grupo de investigadores, se realizd una
determinacion de la expresion de VEGF mRNA, mediante analisis de proteccion de
RNasa, y de los niveles de VEGF (de la glicoproteina) en las células tumorales,
mediante una técnica de ELISA, de una serie de 55 tumores vesicales superficiales
mostrandose que la expresion de VEGFMRNA se correlacionaba con los niveles de la
proteina (VEGF), aunque la ratio VEGFproteina/ VEGFMRNA estaba mas elevada en
los tumores que en los controles realizados a urotelios normales ( no existiendo, no
obstante, diferencias entre estadios Ta 'y T1) , sugiriendo asi la existencia en los tumores
superficiales de una regulacién posttranscripcional de la sintesis de VEGF. En este
mismo estudio VEGFmMRNA se mostrd, en un analisis multivariante, como un factor

pronéstico independiente para la recidiva tumoral precoz. *#

Estos mismos autores investigaron la concentracion urinaria de VEGF, mediante una
técnica de ELISA, en una serie de 261 tumores vesicales y la compararon con las
concentraciones urinarias de VEGF existentes en 108 pacientes diagnosticados de otras
neoplasias no uroldgicas en estadio avanzado, asi como con las concentraciones
existentes en 19 controles no oncoldgicos. Los niveles urinarios mas elevados de VEGF
se encontraron en el grupo de pacientes con neoplasias vesicales, correlacionandose
éstos con las tasas de recurrencia tumoral vesical. No obstante no se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles urinarios medios de VEGF

en estadios pT; y los existentes en estadios T, o superiores.'??

Existen en la literatura 3 estudios de los niveles séricos de VEGF en pacientes con

neoplasias vesicales:'?**#*1%

Edgren y colaboradores determinaron las concentraciones séricas de VEGF y FGF-b

(factor de crecimiento fibroblastico basico) en pacientes diagnosticados de carcinomas

22



Introduccion

renales (22 casos), prostaticos (25 casos) y vesicales (22 casos). No apreciaron

correlacién entre los niveles séricos de los factores de crecimiento y la supervivencia.'?®

Miyake y colaboradores determinaron los niveles séricos de VEGF en 135 pacientes
con carcinoma urotelial, asi como en 51 controles sanos, apreciando diferencias
significativas entre las concentraciones séricas de los controles sanos y las de los
pacientes con carcinoma urotelial; sin embargo no apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles séricos de los pacientes con carcinomas
superficiales y los de los pacientes con tumores infiltrantes. El intervalo libre de
enfermedad de los pacientes con cancer superficial era menor en aquellos con niveles
séricos elevados de VEGF, siendo un factor predictivo independiente de la recurrencia
de la enfermedad. No se aprecié una relacion estadisticamente significativa entre los
niveles séricos de VEGF y sexo, edad, citologia urinaria ,estadio, grado, multifocalidad

afectacion ganglionar o metéstasis a distancia.***

Por ultimo, Bernardini y colaboradores determinaron los niveles séricos de VEGF en
una serie de 58 tumores vesicales y 41 controles sanos, apreciando una asociacién de los
niveles séricos de VEGF con el estadio, grado, existencia de invasion vascular y
carcinoma in situ. Sin embargo al realizar un analisis multivariante sélo el estadio pudo
ser considerado como un factor pronostico independiente. En la serie estudiada se
aprecio que los pacientes con enfermedad metastésica tenian niveles séricos de VEGF

significativamente superiores a aquellos con una enfermedad organoconfinada.'*®

Resulta Ilamativo las diferencias existentes en las concentraciones de VEGF apreciadas
en los tres estudios pese a utilizar los tres el mismo kit comercial para la determinacion
sérica de VEGF ( Human VEGF Quantikine quantitative immunoassay, R&D Systems
Inc.). Asi en la serie estudiada por Edgren se apreciaron, en el grupo de estudio,
concentraciones de VEGF que oscilaron entre 92,7 pg/ml y 1233 pg/ml con una media
de 387,9 pg/ml.

En la serie estudiada por Miyake y colaboradores se determinaron concentraciones, en
el grupo de estudio, que oscilaron entre 22 pg/ml y 86 pg /ml con una media de 49 +27
pa/ml en el grupo de pacientes con tumores superficiales, y de 51+35 en el grupo de
pacientes con tumores infiltrantes.
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En la serie de Bernardini las concentraciones en el grupo de estudio oscilaron entre 70
pg/ml y 764 pg/ml , con una media de 194116 pg /ml en los tumores Organo
confinados y de 582+182 pg/ml en los pacientes con enfermedad metastasica.

Este hecho no es un fenémeno limitado a los tumores vesicales. En la literatura existen
grandes variaciones inter estudios al determinar los niveles circulantes de VEGF en

neoplasias*?**’

atribuyéndose este fendmeno, al menos en parte, a una falta de
estandarizacion en la fase preanalitica.**®
El VEGF circulante tiene un origen multicompartimental; asi procede del tumor, pero

puede ser liberado también por plaquetas, granulocitos, monocitos y linfocitos.**9>

Se ha demostrado la existencia de una relacion directa entre el recuento plaquetario y la
concentracion sérica de VEGF en varios estudios. 0%

Verheul y colaboradores demostraron que VEGF es transportado por las plaquetas y que
las concentraciones séricas de VEGF reflejaban mas el recuento plaquetario que la carga
tumoral 1

Maloney y colaboradores asi como también Gunsilius et al comunicaron una clara
asociacion entre la agregacion plaquetaria in vitro y las concentraciones de VEGF que
demostraba que el VEGF liberado de las plaquetas durante la formacion del coagulo es
la fuente principal de VEGF en las muestras de suero.'>*>

El tiempo transcurrido entre la extraccion y la centrifugacion en los distintos estudios
oscilaba entre “inmediatamente” y 30 minutos a temperatura ambiente y de 30 minutos
a 4 horas a 4° C. De este modo no resulta sorprendente que las concentraciones séricas
de VEGF encontradas en sujetos sanos reflejaban un amplio rango, incluso cuando se
utilizaba un mismo método de laboratorio para su determinacion, que oscilaba entre 0 y
1750 pg/m|.126,132,137,149

Recientemente, Dittadi y colaboradores han mostrado que el VEGF sérico aumentaba de
manera variable a lo largo de dos horas durante la coagulacion a temperatura ambiente,
manteniéndose estable posteriormente.*®’

Una situacion similar se ha encontrado cuando se han realizado determinaciones
plasmaticas de VEGF, en las que inicialmente parecia existir mayor efectividad para
diferenciar a los voluntarios sanos y pacientes con procesos no neoplasicos de los
pacientes oncolégicos *****°. No obstante estudios posteriores realizados por Dittadi y
colaboradores, utilizando la misma técnica que Adams et al**® apreciaron la existencia
de niveles plasmaticos altos de factor plaquetario 4 (PF4), por lo que los valores
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apreciados en voluntarios sanos por Adams podrian ser debidos a una activacion parcial
de las plaquetas in vitro, haciendo asi cuestionable la conclusion de Adams sobre el
papel de VEGF plasmético como marcador tumoral.**®

Asi ,hoy por hoy, no existen pruebas de la existencia de un compartimento sanguineo
ideal donde realizar las determinaciones de VEGF, recomendandose, en el segundo
consenso internacional para la metodologia y criterios de la evaluacién de la
cuantificacion de la angiogénesis en tumores solidos humanos, la determinacién
sistematica de VEGF en plasma, suero y sangre total, siendo necesaria la realizacion de
estudios clinicos prospectivos y controlados que clarifiquen en que compartimento

sanguineo deben realizarse las determinaciones de VEGF.'*

1.3.6.2 Inhibicion de la actividad de VEGF in vivo

La disponibilidad de anticuerpos monoclonales capaces de inhibir la angiogénesis in
vivo™® hizo posible demostrar que VEGF jugaba un papel en el desarrollo tumoral. Las
experiencias desarrolladas por Kim ¥ descritas anteriormente, probaron que la
supresion de los efectos de VEGF in vivo se traducia en una importante disminucion de
la densidad vascular tumoral que conllevaba una reduccién del crecimiento tumoral que
oscilaba entre el 70% y superior al 95%.Cuando se realizo la experiencia in vitro se vio
gue ni la administracion de VEGF a cultivos celulares ni la utilizacion de anticuerpos

anti VEGF en estos cultivos tuviera efecto sobre la tasa de crecimiento celular.

Posteriormente Warren y colaboradores demostraron, utilizando técnicas similares, que
VEGF era un mediador fundamental para el crecimiento de células tumorales HM7 de

carcinoma de colon en un modelo murino de metéstasis hepaticas.™

Otra prueba adicional de la hipotesis que la accion de VEGF es necesaria para la
angiogénesis tumoral viene dada por las experiencias de Millauer que mostraron que la
expresion de un mutante inhibidor de FIk-1 (mediada por un retrovirus) suprimia el

crecimiento del glioblastoma multiforme y otros tumores in vivo.'***"
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Hipotesis

Los objetivos del tratamiento del carcinoma vesical superficial son erradicar las lesiones
existentes, inhibir la recurrencia tumoral y prevenir la progresion de enfermedad.

Hoy sabemos que el estudio histopatologico del tumor vesical, pese a ser insustituible y
ser uno de los indicadores pronosticos universalmente reconocidos, no es un factor
discriminador lo suficientemente sensible para determinar el potencial biologico
especifico de un cancer determinado. Otros factores de prediccion de la evolucion son
determinadas caracteristicas clinicas como multiplicidad, antecedente de recurrencia y
recaida tras una terapia intravesical previa.'®

Los factores de prediccion, cuando se consideran en conjunto, aportan una orientacion
acerca del curso mas probable de la enfermedad. No obstante para definir mejor que
tumores deben ser tratados precozmente de manera mds intensa es necesario disponer de
prondsticos adicionales. La investigacion relativa a la angiogénesis puede desempeiar

este papel y contribuir al tratamiento aportando una diana terapéutica nueva.

La angiogénesis en el carcinoma vesical ha mostrado tener relacion, expresada como
densidad vascular en las piezas quirtrgicas, con la supervivencia, intervalo libre de
enfermedad y afectacion ganglionar.**>’

VEGF es una citosina multifuncional que ha mostrado tener gran relevancia en el

proceso angiogénico.

Por todo ello nos hemos planteado la siguiente hipétesis de trabajo:

Para el desarrollo y progresion del cancer vesical la angiogénesis es un factor necesario,

aunque no suficiente, en el que VEGF pudiera jugar un papel relevante.

Para intentar demostrar esta hipdtesis nos hemos planteado los siguientes objetivos:

1- Cuantificar la concentracion sérica de VEGF en una serie de tumores vesicales
primarios, asi como en un grupo control de pacientes no neoplasicos.

2- Comprobar si existe una relacion entre los niveles séricos de VEGF (en el
momento del diagnéstico inicial) con el estadio tumoral, grado citologico,
citologia urinaria, nimero de tumores existentes al diagndstico, nimero de
recidivas, progresion, intervalo libre de enfermedad existente hasta la primera
recidiva y mortalidad en los tres primeros afios de seguimiento.
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Material y Métodos

IH.MATERIAL Y METODOS.

I1.1.MATERIAL

111.1.1 PACIENTES CON TUMORES VESICALES PRIMARIOS.

Fueron incluidos 52 pacientes diagnosticados de novo de neoformacién vesical
procedentes del servicio de urologia del Hospital Universitario Dr.Peset de Valencia.

Se estudiaron 50 varones y 2 mujeres con rango de edad comprendido entre los 40 y los
89 afnos.

La seleccidn de pacientes se realizé por muestreo aleatorio entre las neoformaciones
diagnosticadas de novo remitidas para recibir tratamiento quirargico al servicio de
urologia del Hospital Universitario Dr. Peset entre 1996 y 1999.

El diagndstico de neoformacion vesical se realizd mediante ecografia integral del
aparato urinario, urografia intravenosa y citologia urinaria. Previamente se habia
realizado una anamnesis detallada prestando especial interés a la existencia de historia
de episodios de hematuria monosintomatica o sintomatologia irritativa miccional. La
exploracion fisica consistio en una exploracion por aparatos prestando especial atencion

en la palpacion abdominal y de fosas renales, exploracion de genitales y tacto rectal.

111.1.2 GRUPO CONTROL.

Fueron seleccionados 26 pacientes sometidos a cirugia prostatica, con el diagnostico
previo de hiperplasia benigna prostatica, sin antecedentes de neoplasias previas, ni de
infeccion del tracto urinario, cirugia de otra indole, biopsias o sondaje uretral en las 4
semanas previas a la realizacion de la cirugia prostatica, siendo el diagndstico
histopatoldgico de todos los especimenes quirtrgicos hiperplasia prostatica benigna.

La seleccion del grupo control se realizd, teniendo en cuenta los parametros anteriores,
de forma en que fuera comparable al grupo de estudio.

Los pacientes del grupo control habian sido sometidos, obviamente, a una anamnesis y
exploracién fisica por aparatos y a un estudio ecografico del aparato genitourinario y

determinacion de PSA.
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I11.2. METODOS.

111.2.1. RESECCION TRANSURETRAL

A los pacientes del grupo de estudio se les realizo, inicialmente, una reseccion
transuretral de las neoformaciones vesicales que padecian indicando en la hoja
operatoria su numero, diametro aproximado, localizacion y distribucion en la vejiga, asi
como su caracter solido o papilar.

La porcion exofitica de las neoformaciones y la base tumoral se remitieron para estudio
histopatoldgico por separado.

En el mismo acto quirdrgico se realiz6 una toma de biopsias randomizadas vesicales.
Previamente a la reseccion transuretral se habia tomado una muestra de orina para

analisis citologico.

111.2.2 SEGUIMIENTO.

Una vez realizada la reseccién transuretral y estadiadas las lesiones se realiza una
distribucién de los pacientes en aquellos con lesiones infiltrantes y en enfermos con
lesiones superficiales. A los pacientes con lesiones infiltrantes cuyo estado general
condicionado por edad y patologia asociada permitian recibir tratamiento quirurgico
radical se les propuso.

Los pacientes con tumores superficiales se dividen en tres grupos de riesgo que
condicionan el seguimiento posterior:

Grupo | o bajo riesgo: tumores pTa Gl-II unicos sin CIS asociado y pT; Gl Unico sin

CIS asociado .
Grupo Il o de riesgo intermedio: tumores pTa G I-1l multiples, pTy GI multipley pT1

GII maltiple, sin CIS asociado.

Grupo 111 o de alto riesgo: tumores pTa GlII-IV y pT; GIlI-1V aislados o asociados a
CIS.

En el grupo | o de riesgo bajo no se asocia tratamiento endocavitario realizdndose un

control ecogréfico y citolégico a los 6 meses de la reseccién inicial asi como una
cistoscopia y citologia a los 12 meses. Durante el segundo y tercer afio el seguimiento

es el mismo. El cuarto y quinto afio se realiza control anual con ecografia y citologia.
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En el grupo Il o de riesgo intermedio se realiza un tratamiento quimioprofilactico
endocavitario (Mitomicina C, Adriamicina...) practicandose un control cistoscépico y
citoldgico a los 6 meses y al afio. Durante el segundo afio de seguimiento se realiza
cistoscopia y citologia cada 6 meses. El tercer afio, asi como el cuarto y quinto se

realiza ecografia y citologia semestral y cistoscopia anual.

En el grupo Il o de alto riesgo se realizan 6 instilaciones endocavitarias con BCG de
cepa Connaught a dosis de 81 mg. Se realiza revision endoscopica precoz a los 4
meses con toma de biopsias. Si presenta el paciente intolerancia al tratamiento y/o
presenta recidiva con tumoraciones de alto grado citologico (Ill, 1V o CIS) tras dos
ciclos completos se plantea cistectomia.

Si la primera revision resulta negativa se realiza nuevo control citoldgico y ecografico 3
meses después y cistoscopia y citologia al afio de la reseccidn inicial.

Durante los siguientes 4 afos se realiza ecografia y citologia en el tercer y noveno mes

de cada afio, y citologia y cistoscopia en el sexto y duodécimo mes de cada afio.

Todos los grupos son estudiados con urografia intravenosa cada dos afios.

111.2.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES SERICOS DE VEGF.

Previamente a la realizacion de la reseccion transuretral, en el grupo de estudio, o de la
cirugia prostatica, en el grupo control, se realizd extraccion de 15 ml de sangre en tubo
seco. Se dejaba formar el coagulo durante 30 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaba la muestra a 3000 rpm durante 10 minutos. Se separaba el suero y se
repartia en alicuotas de 1,5 ml, congelandose a -70° C hasta su determinacion.

Para la determinacion cuantitativa de VEGF se utilizd una técnica de ELISA ( Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay) en sandwich (Quantikine® Human VEGF
Immunoassay de la firma R&D Systems Europe.) segun instrucciones del fabricante.
Basicamente la técnica consiste en una reaccidén colorimétrica mediada por una
reaccion antigeno- anticuerpo entre VEGF y un anticuerpo especifico contra VEGF.

Los estandares, suministrados por el fabricante, y las muestras de suero a estudio se
pipetean en los pocillos de la placa, que estan revestidos por un anticuerpo monoclonal
especifico contra VEGF; asi cualquier VEGF presente en el suero es inmovilizado en el
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pocillo. Después de lavar los pocillos para eliminar cualquier sustancia que no haya sido
fijada por el anticuerpo monoclonal se afiade un anticuerpo policlonal unido a un
enzima. Se vuelve a lavar y se afiade una solucion substrato desarrollandose color en
forma proporcional a la cantidad de VEGF que haya quedado fijada en el pocillo en el
primer paso. La reaccion colorimétrica es detenida y la intensidad del color se mide con
ayuda de un lector de densidad Optica ( fotometro) a 450nm. La concentracion de
VEGF en las muestras se determina comparando la densidad dptica de las muestras en

una curva estandar.

111.2.4 VARIABLES.

Se efectud una busqueda en la historia clinica de cada paciente incluido en el estudio
recopilando, en cada caso, los datos referentes a edad al diagnostico, sexo, diagnostico
histopatoldgico, nimero de tumores existentes en la primera reseccion transuretral,
niveles séricos de VEGF y de aquellos de caracter evolutivo ( nimero de recidivas,
intervalo libre de enfermedad, progresion, exitus...) pertenecientes a los tres primeros

afos de evolucion.

Con los datos recogidos se establecieron las siguientes variables:

VARIABLE CONNOTACION CARACTER SUBDIVISIONES
V1 Edad N (cuantitativa)
V2 Edad L (cualitativa) 40-50 (1)
51-60 (2)
61-70 (3)
71-80 (4)
>80 (5)
V3 Sexo L Varon (1)
Mujer (2)
V4 Grupo L Grupo control (1)
Grupo de estudio (2)
V5 Sindrome Irritativo | L No (1)
Si (2)
miccional
V6 CitO'nga L Neg. Cels Malignas (1)

Positiva bajo Grado (2)
Positiva alto grado (3)
No valorable (4)
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V7 Citologia L No (1)
) Si (2)
Inflamatoria No valorable (3)
V8 Grado L Grado I (1)
Grado Il (2)
Grado 111 (3)
Grado IV (4)
V9 Biopsias L Urotelio normal (1)
. Cambios Inflamatorios (2)
Randomizadas Displasia leve (3)
Displasia moderada (4)
Displasia grave (5)
Carcinoma de bajo grado (6)
Carcinoma de alto grado (7)
No realizada (8)
V10 Estadio L pTa (1)
pT1(2)
pT2(3)
pT3 (4)
pT4 (5)
V1l Numero total de | N
tumores en la 12
RTU
V12 VEGF [pg/ml] N
V13 Recidiva tumoral L No (1)
Si(2)
V14 Numero total de | N
recidivas
V15 Progresion L No (1)
Si (2)
V16 Intervalo libre de | N
enfermedad [meses]
V17 Exitus L No (1)
Si otras causas (2)
Si céancer (3)
V18 Supervivencia N
[meses]
V19 VEGEF L VEGF < 450 pg/ml (1)
VEGF 450 — 1200 pg/ml (2)
VEGF > 1200 pg /ml (3)
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111.2.4.1 Estadio tumoral y grado citoldgico.
111.2.4.1.1.Estadio tumoral.

El estadio tumoral se clasifico segun la clasificacion TNM de la International Union
Against Cancer de 1997. 1%

T: Tumor primario:

Tx: la existencia de tumor no puede establecerse.
To: no hay evidencia de tumor primario.
T,: carcinoma papilar no invasivo.
Tis: Carcinoma in situ.
T1: tumor que invade el tejido conectivo subepitelial.
T,: tumor que invade el musculo.
Toa: invasion muscular superficial.
Top: invasion de la muscular profunda.
Ts: Tumor que invade el tejido conectivo perivesical.
T3a: microscopicamente.
Tsp: macroscopicamente.
T4 Tumor que invade alguno de los érganos siguientes: préstata, Utero, vagina,
pared pelviana o abdominal.
T4a: Tumor que invade prostata, Utero o vagina.

T4p: Tumor que invade la pared pélvica o abdominal.

N: Ganglios linfaticos regionales.

5cm.

Nx: La existencia de adenopatias no puede establecerse.
No: Ausencia de metastasis ganglionares.
N;: Metéastasis a un Gnico ganglio menor o igual a 2 cm.

N2: Metastasis en un nico ganglio > de 2 cm pero < de 5 cm o mdltiples < de

N3: Metéastasis ganglionares mayores a 5 cm.

M: Metastasis a distancia.

My: La existencia de metastasis no puede establecerse.

Moy: Ausencia de metastasis a distancia.
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M: Metastasis a distancia.

1112.4.1.2. Grado citoldgico.

La clasificacion del grado citolégico se realizé segun la clasificacion de Ash en 4
grados: I-1\V.**

Grado I: microscopicamente existen frondas papilares compuestas por un eje
fibrovascular central recubierto por escasas capas de células transicionales uniformes y
muy similares a las identificadas en el urotelio normal. Las mitosis son poco frecuentes
0 estan ausentes.

Grado I1: microscopicamente la configuracion papilar persiste pero existe un mayor
namero de capas celulares, existiendo crecimiento e hipercromasia del ndcleo,
aprecianddse mitosis.

Grado I11: microscopicamente puede persistir la distribucion papilar pero esta
irregularmente distribuida, existe una distribucién celular en grupos mas pequefios. Las
mitosis son frecuentes.

Grado 1V: ausencia de areas papilares, existe una marcada atipia y pleomorfismo
celular con importantes variaciones en el tamafio y forma celulares hasta el punto en que
la naturaleza transicional del tumor puede no distinguirse con claridad. La presencia de

mitosis es muy frecuente.

111.2.4.2 Intervalo libre de enfermedad.
Queda definido como el tiempo transcurrido (medido en meses) entre la reseccion

transuretral inicial y la aparicion de la primera recidiva o de progresion de enfermedad.

111.2.4.3 Progresion.
Queda definida como la existencia de una recidiva vesical de mayor estadio o grado, o

bien la aparicion de metastasis a distancia.

111.2.4.4 Supervivencia.
Queda definida como el intervalo de tiempo transcurrido, medido en meses, entre la

primera reseccion transuretral y el exitus o la finalizacion del seguimiento a tres afios.
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111.2.4.5 Sindrome irritativo miccional.

Se define como la existencia de disuria intensa o dolor miccional asociado a
imperiosidad y urgencia miccionales, asi como polaquiuria presentes en ausencia de
infeccidn urinaria ( urinocultivo negativo).

La existencia de cistalgia, disuria y sintomas irritativos estan presentes en 15 al 25% de
los tumores vesicales, y se los observa por lo general en el cancer infiltrante y en el

carcinoma in situ.®

111.2.5 ESTUDIO ESTADISTICO.

Las variables del estudio fueron codificadas con caracteres alfa- numéricos dispuestos
para tabulacion, obteniéndose una matriz que se elabor6 con un programa Excel.

El proceso estadistico se realizd con programa SPSS en un ordenador compatible.

El andlisis estadistico incluyd estadistica descriptiva de cada variable, con estadisticos
elementales de media, desviacion tipica y numero de casos para variables cuantitativas
y aquellas cualitativas ordenadas en sentido creciente decreciente, susceptibles de ser

tratadas como cuantitativas y distribucion de porcentajes para las variables cualitativas.

La estadistica analitica se realizo en tres bloques, dependiendo del tipo de variable a
estudiar mediante las siguientes técnicas :

Test de Fischer para el andlisis de la varianza y la “t” de Student para la diferencia de
medias dos a dos, aplicados al estudio de relaciones entre variables cualitativas y
cuantitativas.

Dadas las caracteristicas de las variables estudiadas se utilizaron tests no paramétricos
como el test U de Mann-Whitney para matrices 2 x 2 y Chi cuadrado para matrices
superiores a 2x2. Ademas se realizd correlacion de Pearson cuando los valores fueron
cuantitativos.

El célculo de la supervivencia global y la validacion pronostica de la distintas variables
del presente estudio se ha realizado por el método actuarial de Kaplan y Meier .

El nivel de significacion estadistica se considerd con un valor de p<0.05.
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Resultados

IV.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

IV.1. 1 Descripcion general de los grupos.

Grupo de estudio: estd formado por 52 pacientes, 50 varones y 2 mujeres, existiendo la
pérdida de un caso en el seguimiento.

Grupo control: formado por 26 varones.

IV.1. 2 Descripcion general de las variables en los grupos de estudio.
V1: Edad:

Grupo de estudio: Edad media: 67,01 £ 11,09 afios.

Grupo Control: Edad media:  67.30 £ 8,28 afos.

\V/2: Edad agrupada:

Grupo de estudio: las frecuencias de los diferentes grupos de edad vienen reflejadas en
la tabla 2.
Tabla2. Edad cualitativa del grupo de estudio

Grupo de edad | Frecuencia | Porcentaje %
40-50 afos 2 3.85

51- 60 afios 12 23.08

61 -70 afos 17 32.69

71 -80 afios 16 30.75

> 80 anos 5 9.62
Total 52 100

Grupo control : las frecuencias de los diferentes grupos de edad vienen reflejadas en la
tabla 3.

Tabla 3. Edad cualitativa o agrupada del grupo control.

Grupo de edad | Frecuencia | Porcentaje %
40-50 anos 0 0

51-60 afios 7 26.92
61-70 afos 9 34,62
71-80 afos 9 34.62

> 80 afios 1 3.84
Total 26 100




Resultados

V/5:Sindrome irritativo miccional:

La incidencia de sindrome irritativo miccional (disuria, polaquiuria, imperiosidad y/o
dolor miccional) en el grupo de estudio viene reflejada en la tabla 4. EI 23,1% de los

pacientes incluidos en el grupo de estudio lo presento.

Tabla 4. Sdre. Irritativo miccional en el grupo de estudio.

Sdre. Irritativo | Frecuencia | Porcentaje %
No 40 76,9
Si 12 23,1
Total 52 100

\V/6: Citologia urinaria:

Los diagndsticos citologicos del grupo de estudio se resumen en la tabla 5.

Tabla 5.
Citologia Urinaria Frecuencia | Porcentaje %
Negativa células malignas 19 36,5
Positiva c.m. bajo grado 14 26,9
Positiva c.m. alto grado 15 28,8
No valorable 4 7,7
Total 52 100

V7: Citologia con cambios inflamatorios:

El 3,8% de los pacientes del grupo de estudio mostrdé cambios inflamatorios en el
examen citoldgico de orina. Los cifras globales se reflejan en la tabla 6.

Tabla 6. Incidencia de cambios inflamatorios en el estudio citoldgico urinario.

Cambios inflamatorios Frecuencia Porcentaje %
No 46 88,5
Si 2 3,8
No valorable 4 7,7
Total 52 100
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V8: Grado citoldgico de los tumores vesicales:

El grado citologico de los tumores de la serie estudiada viene reflejada en la tabla 7 y

figura 3.

Tabla 7. Grado Citoldgico.

Grado citolégico | Frecuencia | Porcentaje %
Grado | 3 5,8
Grado Il 28 53,8
Grado 111 15 28,8
Grado IV 6 11,5

Total 52 100

Figura 3.Representacion gréafica del porcentaje del grado citoldgico en los tumores
vesicales.

%

O Grado |

B Grado Il
O Grado 1l
0O Grado IV

\V/9: Biopsia randomizada:

Los diagnosticos de las biopsias randomizadas, de la serie estudiada y su frecuencia de

presentacion vienen reflejadas en la tabla 8.
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Tabla 8.Diagnosticos histopatoldgicos de las biopsias randomizadas vesicales y
frecuencia de presentacion de los mismos.

Diagnostico Frecuencia | Porcentaje %
Urotelio normal 37 71,2
Cambios inflamatorios 3 5,8
Displasia leve 2 3,8
Displasia moderada 5 9,6
Displasia grave 1 1,9
Carcinoma de bajo grado 1 1,9
Carcinoma de alto grado 2 3,8
No realizada 1 1,9
Total 52 100

V10: Estadio:

Los estadios del grupo de estudio en el momento del diagnostico vienen reflejados en la
tabla 9.

Tabla 9.Estadio.

Estadio | Frecuencia | Porcentaje %
Ta 11 21,15
T1 29 55,76
T2 10 19,24
T3 2 3,85
T4 0 0
Tis 0 0
Total 52 100

V11: Nimero de tumores existentes en la primera reseccion :

En la tabla 10 se recoge la frecuencia del nimero tumores existentes al diagnostico.

Tabla 10. Numero de tumores existentes al diagndstico.

Numero de tumores | Frecuencia | Porcentaje %

Uno 35 67,3
Dos 8 15,4
Tres 3 5,8
Cuatro 3 5,8
Cinco 2 3,8
Seis 1 1,9
Total 52 100
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V12:Niveles séricos de VEGF (cuantitativos):

Los niveles séricos medios de VEGF en el grupo de estudio fueron de 1285,98 +
781,69 pg/ml.*

En el grupo control se apreciaron unos niveles medios de VEGF de 439,39 + 187,83

pg/ml.
Fig. 4. Niveles séricos medios de VEGF en ambos grupos.

pg /ml

1400
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O G.Tumoral*
B G.Control

*p<0.001 versus controles

V/13: Recidiva tumoral:

En el grupo de estudio se aprecio una tasa de recidiva tumoral del 49%. Las frecuencias

se reflejan en la tabla 11.

Tabla 11.Recidiva tumoral.

Recidiva | Frecuencia | Porcentaje %
No 26 51
Si 25 49

Total 51 100
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V14: Nimero total de recidivas:

El nimero de recidivas oscil6 entre 0 y 6. Las frecuencias de las mismas se reflejan en

la tabla 12.

Tabla 12. Nimero de recidivas.

Recidivas | Frecuencia | Porcentaje %

0 26 51
1 16 31,3
2 5 9,8
3 2 3,9
4 1 2
6 1 2

Total 51 100

V/15: Progresion:

Se aprecio una tasa de progresion del 41,2% ( 21 pacientes del grupo de estudio

progresaron).

V16:Intervalo libre de enfermedad:

La media de intervalo libre de enfermedad fue de 19,96 + 14,06 meses, con un rango

que oscilo entre 0 y 36 meses.

V17: Exitus:

La mortalidad cancer dependiente en el grupo de estudio fue del 25,5% siendo la tasa de
mortalidad global del 29,4%.

V/18: Supervivencia:

La supervivencia media fue de 29,29 + 11,45 meses (rango 5 a 36 meses).

V19: Niveles séricos de VEGF (cualitativos o agrupados):

Se clasificaron las concentraciones de VEGF halladas en los pacientes de ambos grupos

en tres categorias: (1)< 450 pg/ml, (2) 450- 1200 pg /mly (3) > 1200 pg/ml.

Las frecuencias y porcentajes hallados para cada categoria se reflejan en la Tabla 13.

Tabla 13.
VEGF Grupo control (G.C.) | Grupo estudio (G.E.) | Total (G.C+G.E)
Frecuencia/ Porcentaje | Frecuencia/ Porcentaje | Frec./ %
<450 pg/ml 15 | 577% 7 I 135% | 22 | 28,2%
450-1200 pg/ml 11 /| 423% 20 /I 385% | 31 / 39,7%
> 1200 pg/ml o / 0 % 25 /48 % | 25 [/ 32,1%
Total 26 / 100 % 52 /100 % | 78 / 100%
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IV.2 ESTADISTICA ANALITICA.

Se aprecio una relacion significativa entre estadio y grado ( p < 0,001) de forma que los
tumores infiltrantes tendieron a presentar grados citoldgicos 111 y IV mientras que entre
los superficiales predominaron los grados 1y 11.

También se identifico una relacion estadisticamente significativa entre grado y

progresion (p < 0,026) siendo ésta menor en los tumores de grado 1y II.

Del mismo modo se determind la existencia de una relacion significativa entre grado y
exitus ( p < 0,005 ), asi como entre estadio y exitus ( p < 0,046 ) teniendo lugar la
mortalidad cancer dependiente fundamentalmente entre los tumores que debutaron en la
primera RTU con grados 111 6 IV, y estadios T, 0 T3, (Tabla 14 y tabla 15)

Tabla 14. Relacion entre grado y exitus.

Exitus
Grado | No | Si otras causas | Si cancer dependiente | Total
I 3 0 0 3
| 24 1 2 27
i 6 0 9 15
v 3 1 2 6
Total |36 2 13 51
Tabla 15. Relacién entre estadio y exitus.
Exitus
Estadio | No | Si, otras causas | Si cancer dependiente | Total
pTa 11 0 0 11
pT1 20 1 7 28
pT2 5 1 4 10
pTs 0 0 2 2
Total 36 2 13 51
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Asi mismo se objetivd una relacion estadisticamente significativa entre estadio e
intervalo libre de enfermedad ( p < 0,028 ), asi como entre estadio y supervivencia ( p <
0,003 ) siendo ambos mayores en los tumores superficiales.

Se aprecio del mismo modo una relacién estadisticamente significativa ( p< 0,044 )
entre la citologia urinaria y el estadio de manera que los tumores infiltrantes suelen
asociarse a una citologia urinaria de alto grado.

También se identifico una relacion estadisticamente significativa entre la existencia de
sindrome irritativo miccional y el grado citologico ( p = 0.050 ) de modo que los
pacientes con tumores con grado Il y Il tuvieron mayor incidencia de sindrome
miccional.

El sindrome irritativo miccional también tuvo una relacion estadisticamente
significativa con la progresion (p < 0,006 ) y con el intervalo libre de enfermedad (p <
0,001), de tal forma que los pacientes que lo padecian tuvieron una mayor tendencia a la
progresion (75 % de los pacientes que lo padecieron progresaron ) (ver tabla 16 ), y, el
intervalo libre de enfermedad fue mayor entre aquellos pacientes que no padecieron el
sindrome irritativo miccional.

Se aprecié una correlacion entre el nmero de tumores y el nimero de recidivas que
resulté ser estadisticamente significativa ( p < 0,001), de modo que los pacientes con
tumores Unicos recidivaron menos gque aquellos con tumores multiples (dos, tres 0 mas )

en la primera reseccion transuretral .( Tabla 17 )

Tabla 16. Relacion entre la existencia de sindrome irritativo miccional y

progresion.

Progresion
Sdre. Irritativo miccional | No Si Total
No 27 12 39
(69,2%) | (30,8%)
Si 3 9 12
(25%) | (75%)
Total 30 21 51
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Tabla 17. Relacion entre nimero de tumores en la primera reseccion y nimero de

recidivas.
Numero de recidivas
NuUmero de tumores | Ninguna | Una | Dos | Tres | Cuatro | Seis
Uno 21 13 |1 0 0 0
Dos 2 1 3 1 0 1
Tres 1 0 1 0 1 0
Cuatro 1 1 0 0 0 0
Cinco 0 1 0 1 0 0
Seis 0 1 0 0 0 0

IV.2.1 Relaciones entre los niveles séricos de VEGF y el resto de

variables en ambos grupos de estudio.

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre las edades de ambos
grupos (p = 0,744), asi como tampoco se aprecié una relacion estadisticamente
significativa entre los niveles séricos de VEGF y la edad (p = 0,632). Los niveles
séricos de VEGF agrupados (Variable 19) tampoco mostraron una relacién
estadisticamente significativa con la edad agrupada (p = 0,659).

También se comprobo que en la serie estudiada no existe una relacion significativa entre

el intervalo libre de enfermedad y la edad (p = 0,117).

Los niveles séricos de VEGF (tanto los cuantitativos como los cualitativos) fueron
significativamente diferentes en el grupo de estudio y en el grupo control
determinandose niveles séricos medios superiores en el grupo de estudio (p < 0,001).
Los niveles en ambos grupos se muestran en las figuras 4 y 5 asi como en las tablas 13
y 18.
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Tabla 18. Frecuencia de niveles agrupados de VEGF.

Grupo VEGF < 450pg/ml | VEGF 450 -1200 pg/ml | VEGF > 1200 pg/ml | Total
Control 15 11 0 26
Estudio

(Tm. Vesicales) 7 20 25 52
Total 22 31 25 78

* p < 0,001 versus controles.

25+

20+

0 <450 pg/m|
W 450 - 1200 pg/m|
0 >1200 pg/ml

Grupo control Grupo estudio *

*p < 0,001 versus grupo control

Figura 5. Niveles de VEGF (cualitativos o agrupados).

Los niveles de VEGF no tuvieron una relacion estadisticamente significativa con la

presencia de sindrome irritativo miccional. (p = 0,277)

Del mismo modo tampoco se mostrd una relacién significativa entre la citologia
urinaria y los niveles medios de VEGF en cada categoria ( p = 0.494 ), ni con los
niveles agrupados de VEGF (p = 0,622 ).

Los valores medios de VEGF y su desviacion tipica encontrados en cada categoria

se reflejan en la tabla 19.
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Tabla 19. Niveles de VEGF en relacion con la citologia urinaria.

VEGF [pg/ ml]

Total

Citologia Frecuencia | Concentracion media | <450" | 450-1200° | >1200"
Negativa c. m. 19 1328,01 + 814,27 2 9 8 19
Positiva c.m. bajo grado 14 1376,72 + 870,57 3 3 8 14
Positiva c.m. alto grado 15 1063,67 + 694,50 2 7 6 15
No valorable 4 1602,48 + 666,267 0 1 3 4
Total 52 52
*p=0,494
#p=0,622

Asi mismo la existencia de cambios inflamatorios en el estudio citologico urinario

no tuvo una relacion estadisticamente significativa con los niveles de VEGF.( p =

0,546 )

El grado citolégico de los tumores de la serie estudiada tampoco mostrdé una

relacion significativa con los niveles medios de VEGF ( p = 0,362 ), ni con los

niveles agrupados de VEGF (p = 0,851 ) aunque si se aprecio una tendencia de los

pacientes con

tumores de grado Il y Il a presentar concentraciones séricas

superiores de VEGF. En la tabla 20 se muestran los niveles medios de VEGF segun

el grado citoldgico.

Tabla 20. Niveles de VEGF segun el grado citologico.

VEGF [ pg/ ml
Grado | Frecuencia | Concentracion media* | <450 " | 450 -1200* | >1200"
| 3 845 + 632,39 1 1 1
1 28 1343,65 + 824,05 4 11 13
i 15 1421,85 + 726,08 1 5 9
v 6 897,67 =+ 746,95 1 3 2
Total 52
*p=0,362
#p=0,851

No se aprecio la existencia de una relacion estadisticamente significativa entre los

niveles de VEGF y los diagnosticos de las biopsias randomizadas.

concentraciones halladas en cada categoria se reflejan en la tabla 21.
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Tabla 21. Niveles de VEGF en funcion de las biopsias randomizadas.

VEGF [pg / ml]
Biopsia randomizada Frecuencia | Concentracion media | <450 | 450-1200 | >1200# | Total
* # #
Urotelio normal 37 1250,69 + 768,62 5 14 18 37
Cambios inflamatorios 3 955,87 + 742,14 1 1 1 3
Displasia leve 2 1570 + 608,11 0 1 1 2
Displasia moderada 5 1260,40 + 1024,96 1 2 2 5
Displasia grave 1 2500 0 0 1 1
Carcinoma de bajo 1 2000 0 0 1 1
grado
Carcinoma de alto 2 1386,50 + 1260,77 | O 1 1 2
grado
No realizada 1 083 0 1 0 1
Total 52 52
*p=0,767 #p=0,973
En la serie estudiada no se aprecié una relacion estadisticamente significativa entre
los niveles séricos de VEGF vy el estadio tumoral (p = 0,898 ), aunque si se observé
una tendencia de los pacientes con tumores superficiales a tener concentraciones
séricas superiores de VEGF a las de pacientes con tumores infiltrantes. (Tabla 22)
Tabla 22. Niveles de VEGF en funcidon del estadio.
VEGF [ pg /ml ]
Estadio | Frecuencia | Concentracion media * | <450 | 450-1200" | >1200" | Total
pTa 11 1252,71 + 860,82 2 3 6 11
pTy 29 1344,69 + 805,95 4 12 13 29
pT2 10 1186,60 + 709,29 1 4 5 10
pTs 2 1114,50 + 876,11 0 1 1 2
Total 52 52

*p=0,898,#p=0976
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No se observd la existencia de una correlacion entre el nimero de tumores en la
primera reseccion transuretral y las concentraciones séricas de VEGF ( p = 0,315 ), asi
como tampoco se pudo demostrar una relacién significativa entre el numero de tumores
y los valores agrupados de VEGF ( p = 0,805). Los valores correspondientes a cada

categoria se recogen en la tabla 23.

Tabla 23. Niveles de VEGF en funcion del nimero de tumores.

Numero de tumores | Frecuencia | Concentracion media de VEGF [pg/ml]*

Uno 35 1209,75 + 788,59

Dos 8 1112,49 + 694,84

Tres 3 2076,67 =+ 90,17

Cuatro 3 1880 + 687,89

Cinco 2 1867  +188,09

Seis 1 26

Total 52
*p=0,315

En el grupo de estudio no se ha apreciado una correlacion estadisticamente significativa
entre los valores de VEGF y el nimero de recidivas ( p = 0,604 ). Del mismo modo
tampoco existe una relacion significativa entre los valores agrupados de VEGF vy el
hecho de recidivar o no ( p = 0,620). En la tabla 24 se reflejan los valores medios de los

pacientes que recidivaron y de aquellos que no lo hicieron.

Tabla 24. VValores de VEGF en relacion con la recidiva.

Recidiva | Frecuencia | VEGF [ pg/ ml ]
No 26 1324,75 + 824,89
Si 25 1197,10 + 719,98

Total 51
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No se hall6 una relacion estadisticamente significativa entre las concentraciones de
VEGF vy la progresion de enfermedad ( p = 0,886 ) asi como tampoco entre ésta y los
valores agrupados de VEGF ( p = 0,581). Los valores y frecuencias correspondientes a

cada categoria se recogen en la tabla 25.

Tabla 25. Relacion entre VEGF y progresion.

VEGF [ pg/ mi]
Progresion | Frecuencia | Concentracion media” | <450% | 450-1200" | >1200” | Total
No 30 1276,74 + 835,40 5 12 13 30
Si 21 1241,34 + 685,77 2 7 12 21
Total 51 51

*p=0.886 #p-=0,581

En los pacientes del grupo de estudio no se observo una correlacion significativa entre
las concentraciones de VEGF y el intervalo libre de enfermedad ( p = 0,688 ). Tampoco
existié una relacion estadisticamente significativa entre el intervalo libre de enfermedad

y las tasas agrupadas de VEGF (p =0,815).

No se encontré una relacion significativa entre las concentraciones de VEGF y la

mortalidad ( p = 0,688 ). En la tabla 26 se reflejan los valores correspondientes a cada

categoria.
Tabla 26. Valores de VEGF en relacion con la mortalidad.
VEGF [pg/ ml]
Exitus Frecuencia | Concentraciones medias™ | <450 | 450-1200" | >1200” | Total
No 36 1263,42 + 803,07 5 15 16 36
Si, otras causas 2 1704,50 + 77,08 0 0 2 2
Si, cancer 13 1190,68 + 742,99 2 4 7 13
Total 51 51

*p=0,688 #p=0,617
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No se ha determinado la existencia de una correlacion estadisticamente significativa
entre las concentraciones de VEGF y la supervivencia, medida en meses ( p = 0,989 ),

asi como tampoco se aprecié una relacion estadisticamente significativa entre ésta y los
valores agrupados de VEGF (p = 0,379).
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IVV.2.2 Estudio de la supervivencia.

A continuacion se reflejan las curvas de supervivencia para estadio, grado y

concentraciones de VEGF .

Estadio:
Grafico 1.

Funciones de supervivencia
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Log Rank p < 0,0015.

En el grafico 1 puede apreciarse como existen diferencias significativas ( p< 0.0015) en
la supervivencia en funcién del estadio. La mayor supervivencia se aprecia entre los

pacientes con tumores pTay la menor entre los pacientes con tumores en estadio pTs.
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Grado:
Gréfico 2.

Funciones de supervivencia
1,2

1,01 s ey E - =

Supervivencia acum

10 20 30 40

Supervivencia en meses.

Log Rank p < 0,007

En el grafico 2 se aprecian las curvas de supervivencia en funcion del grado citologico,
pudiendo distinguir que existen diferencias significativas ( p<0,007 ) entre las distintas
categorias. La supervivencia es significativamente mayor entre los pacientes con

tumores de grado | y Il que la existente entre los pacientes con grados I11y IV.
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VEGEF:
Gréfico 3.

Funciones de supervivencia
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En el grafico 3 puede apreciarse como no existen diferencias significativas en la

supervivencia en funcion de los diferentes niveles de VEGF.
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Discusion

En la actualidad, los mejores factores de prediccion de la evolucion de una neoplasia
vesical son el estadio y el grado histopatologicos y ciertas caracteristicas clinicas del
tumor como son la multiplicidad, el antecedente de recurrencia y la recidiva tras una

terapia intravesical previa.

Estos factores, cuando son considerados en conjunto aportan una orientacion bastante
aproximada acerca de la evolucion mas probable que presentard un paciente concreto.

No obstante existen variaciones individuales, que pueden afectar al curso de la
enfermedad, y que unidas a las limitaciones de las pruebas diagndsticas no invasivas
disponibles en la actualidad convierten a las neoplasias vesicales en una enfermedad
oncoldgica heterogénea, que precisa de una vigilancia estrecha, para evitar su

progresion, con pruebas invasivas de morbilidad no desdefiable como la cistoscopia.

Asi para mejorar la vigilancia y poder definir mejor que tumores deben ser tratados de
forma mas intensa precozmente es necesario disponer de factores pronosticos
adicionales; es por ello que el desarrollo de otras pruebas diagndsticas y prondsticas

sencillas tiene un valor incalculable.

Creemos que la investigacion relativa a la angiogénesis tumoral y de los factores de
crecimiento celular relacionados con ella puede aportar nuevos elementos de juicio que
ayuden a mejorar el seguimiento, prondstico y tratamiento de los pacientes con tumores

vesicales.

En el presente trabajo hemos determinado las concentraciones séricas de VEGF en una
serie de tumores vesicales primarios, asi como en un grupo de pacientes no oncolégicos,
y hemos investigado su relacion con factores pronodsticos reconocidos, realizando un
estudio retrospectivo de los tres primeros anos de evolucion para intentar averiguar si
las concentraciones séricas de esta glicoproteina, en el momento del diagndstico,
pueden aportar informacion pronostica adicional.

Ambos grupos son de edad similar, sin presentar diferencias estadisticamente
significativas, haciéndolos comparables.

Se ha comprobado que las tasas séricas de VEGF no muestran relacion con la edad

siendo independientes de ésta.
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Discusion

En la literatura actual se describe que las concentraciones séricas de VEGF son

124,125

independientes del sexo. La escasa muestra de pacientes de sexo femenino en

nuestra serie no nos ha permitido realizar un estudio al respecto.

Encontramos concentraciones séricas de VEGF diferentes en ambos grupos (grupo de
tumores vesicales y grupo control). La concentracion sérica de VEGF fue
significativamente mayor con p <0,001 en el grupo de pacientes diagnosticados de
tumor vesical.

Las concentraciones séricas de VEGF en pacientes diagnosticados de neoformaciones
vesicales varian considerablemente en los tres estudios publicados hasta la fecha.
Edgren et al determinaron una concentracion media de VEGF en pacientes con

neoplasia vesical de 387,9 + 277.9 pg / ml.'*

Bernardini y colaboradores determinaron una media de 194 + 116 pg / ml en pacientes
con enfermedad organoconfinada y de 582 + 182 pg / ml en pacientes con enfermedad

metastésica.'?

Por ultimo Miyake et al determinaron concentraciones de VEGF que oscilaron entre 49
+ 27 pg / ml en los pacientes con tumores superficiales y 51 = 35 pg / ml en pacientes

con tumores infiltrantes.'>*

En la serie que hemos estudiado hemos determinado una concentracion media de VEGF
de 1285,9 + 781,6 pg / ml.

Los cuatro estudios (incluyendo el presente ) han utilizado una técnica de ELISA para la
determinacion de VEGF del mismo fabricante por lo que las diferencias apreciadas sélo

pueden atribuirse a una falta de estandarizacion de la fase preanalitica.

Edgren et al calificaron los valores de VEGF obtenidos de pacientes con neoplasias

(13

vesicales de su serie como “ normales”, sin embargo no describe su grupo control
realizando una comparacion de los niveles de VEGF en tumores vesicales, prostaticos y
renales.

Los otros estudios realizados (incluyendo el presente) encuentran diferencias
significativas respecto al grupo control sugiriendo asi que VEGF juegue un papel en la
biologia del tumor vesical.
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En el presente estudio no hemos encontrado una relacion significativa con el estadio
apreciando Uinicamente una tendencia de los pacientes con tumores superficiales a tener
concentraciones séricas de VEGF  superiores al resto sin resultar ser ¢éstas
estadisticamente significativas.

Este hecho también est4 controvertido en la literatura actual. Bernardini y colaboradores
encuentran en su serie una asociacion estadisticamente significativa con el estadio
apreciando tasas de VEGF superiores en pacientes con tumores infiltrantes o con
enfermedad metastasica, sin embargo Miyake et al no la aprecian, existiendo en su
estudio concentraciones séricas de VEGF muy similares en pacientes con tumores

superficiales y en enfermos con neoplasias infiltrantes.

Tampoco hemos apreciado una relacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones séricas de VEGF y grado citologico, hallazgos en la citologia urinaria o
la presencia de multicentricidad tumoral. En el estudio llevado a cabo por Miyake y
colaboradores tampoco la aprecian, sin embargo Bernardini et al no contemplan la
citologia urinaria en su estudio, y si que observan una relacion estadisticamente
significativa entre las concentraciones séricas de VEGF y el grado citolégico de los
tumores, pero no encontraron una relacion significativa entre VEGF y multicentricidad

tumoral.

En el presente estudio no hemos apreciado una relacion significativa entre los niveles de
VEGF vy el nimero de recidivas o el intervalo libre de enfermedad, asi como tampoco
con la progresion tumoral. Bernardini no aprecia una relacion significativa de las
concentraciones de VEGF con la recidiva tumoral en su grupo de tumores superficiales,
pero si que observa que las concentraciones de VEGF fueron mas elevadas en el
subgrupo de pacientes con estadio T; que experimentd progresion. Miyake por el
contrario si aprecia una relacion significativa entre los niveles de VEGF y la tasa de
recidivas en pacientes con tumores superficiales, pero no en los pacientes con tumores
infiltrantes (en su estudio Miyake considera recidiva tanto a la recidiva en el tracto
urinario como a la aparicion de metéstasis), y entre los niveles de VEGF y de
progresion siendo éstas mas elevadas en aquellos pacientes que tenian concentraciones

de VEGF mas elevadas.
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Discusion

En el presente estudio hemos apreciado la existencia de una relacion estadisticamente
significativa entre supervivencia e indicadores prondsticos reconocidos como son el
estadio tumoral y el grado citologico siendo ésta menor cuanto mayores fueron los
ultimos, es decir la supervivencia fue mayor en tumores superficiales y de bajo grado.
Por el contrario no hemos podido establecer la existencia de una relacion
estadisticamente significativa entre la supervivencia y las concentraciones séricas de

VEGF.
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VI. CONCLUSIONES



Conclusiones

Con los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos establecer las siguientes

conclusiones:

1-Los pacientes con carcinoma transicional vesical presentan unas concentraciones

séricas de VEGF elevadas en relacion a las existentes en la poblacion no oncologica.

2- No se han apreciado relaciones significativas de las concentraciones séricas de

VEGF con indicadores pronosticos reconocidos del carcinoma transicional vesical.

3- Las concentraciones séricas de VEGF no aportan informacion prondstica en el

carcinoma transicional vesical.
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