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Identificacion de factor de crecimiento
vascular endotelial en células glandulares
de tejido prostatico maligno y benigno.
Relacion con la recidiva tumoral al afio
de la prostatectomia
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Vascular endothelial growth factor in
malignant and non malignant prostatic tissue.
Association with tumor recurrence at one
year after prostatectomy

Background: Prostate cancer (PC) is the second cause of death by cancer in men
in Chile. Its behavior is so variable that it is necessary to search reliable prognostic
markers. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is one of the most powerful pro-
angiogenic factors. There is no agreement on its validity as a diagnostic or prognostic
factor. Aim: To search for VEFG in prostatic tissue. Material and Methods: This
study was performed in prostatectomy tissue coming from 41 patients with PC and
39 patients with benign prostatic hyperplasia (BPH). Specimens were studied using
immunohistochemical staining for VEGE. The percentage of stained glandular cells per
patient was calculated and associated with pathological diagnosis in cancer patients.
Results: PC biopsies had a mean of 82% of VEGF (+) stained cells, while BPH had
only 1.6% (p < 0.01). No relationship was found between the percentage of staining
and recurrence at one year of follow-up in the case of PC. Conclusions: These results
would rule out VEGF as a prognostic factor in this series of patients.

(Rev Med Chile 2013; 141: 153-159).
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de muerte por cancer en hombres en Chile.

La tasa de mortalidad se ha duplicado en
los ultimos 20 afios, aumentando su cifra de 10,8
por 100.000 hombres en 1990 a 20,2 en 20087, a
pesar de la implementacién rutinaria de la deter-
minacién del antigeno prostatico especifico (PSA)
como prueba diagndstica. Su historia natural es tan
variada e impredecible que ha llevado a la busqueda
permanente de factores prondsticos; los utilizados

El cancer de préstata (CaP) es la segunda causa

actualmente son el indice de Gleason y la medicién
del antigeno prostatico especifico (PSA). Aun asi,
estos factores tienen bajo valor prondstico en las
neoplasias que se diagnostican actualmente, las que
al momento del diagnoéstico tienen un indice de
Gleason < 6 y un PSA menor a 10 ng/ml*. Se espera
que en los paises desarrollados, mas de 80% de los
CaP se diagnostiquen con PSA < 10 ng/ml, por
tanto, se hace necesario encontrar otros marcadores
que se relacionen con el pronéstico del tumor®.
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Uno de los potenciales factores prondsticos
que se estd estudiando ampliamente es el factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF), por
su relacién, no sélo con la angiogénesis tumoral,
sino también con otros fenémenos descritos mds
recientemente, como la transicién epitelio-me-
senquimdtica (EMT), inhibicién de la apoptosis,
capacidad migratoria de las células, capacidad
adhesiva a la matriz y proliferacién de las células
tumorales por vias autocrinas y paracrinas®". El
concepto de EMT en oncologia es relativamente
nuevo y podria reflejar un proceso de transdife-
renciacion en vez de un proceso de desdiferencia-
ciéon'. La EMT genera células de distinto fenotipo
y funcién, movilidad celular, capacidad de invasién
del tejido local y permite inestabilidad genética en
las células cancerosas para adquirir un fenotipo
mesenquimadtico y facilitar una diseminacién lo-
cal y sistémica®'*"°. En los dltimos afos se ha ido
demostrando una clara relacién entre los niveles
de VEGF yla EMT de las células tumorales, por lo
que la inhibicién de VEGF mediante anticuerpos
neutralizantes podria producir inhibicién del
crecimiento del tumor y de la capacidad metasta-
tizante de sus células'’.

La presencia de diferentes patrones de tincién
para VEGF entre células prostaticas malignas y
normales es controversial. Algunos autores sugie-
ren que VEGF estd presente en células prostéticas
malignas y no en hiperplasia prostdtica o células
normales'®, mientras que otros autores comuni-
can que no hay diferencia'®". No es claro si estas
contradicciones estdn relacionadas con la etnia,
factores locales, con la técnica de recuperacion
antigénica durante la inmunohistoquimica o con
fallas de diseno metodoldgico de los trabajos (ya
que la mayoria ha trabajado con nimeros mues-
trales pequefios y técnica de muestreo no explici-
tado). La relacién entre la expresiéon de VEGF y el
prondstico del cancer luego de una prostatecto-
mia radical no ha sido determinada.

Debido a la diversidad de resultados en los
estudios previos, es necesario continuar con la
investigacién sobre la presencia de VEGF en el
cdncer prostético y su eventual asociaciéon con los
marcadores en uso actualmente en Chile, como los
niveles de PSA preoperatorio y el indice de Gleason.

El objetivo del presente estudio fue determinar
si existe diferencia entre la presencia de VEGF en el
tejido glandular prostatico maligno y no maligno
en pacientes chilenos; y si VEGF se comporta como
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predictor de una recidiva de la enfermedad al ano
de seguimiento, comparandola con los factores
pronésticos utilizados en la actualidad.

Material y Métodos

Pacientes

Se realiz6 un estudio de casos y controles en los
laboratorios del Centro de Investigaciones Biomé-
dicas de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Valparaiso. Se reclutaron todos los pacientes
diagnosticados de CaP entre los anos 2002 y 2008 en
la Corporacién Nacional del Céncer de Valparaiso
CONAG, y un grupo control de pacientes con HPB
sometidos a prostatectomia. Se registré la informa-
cién demogrifica, clinica y de laboratorio de cada
paciente, indice de Gleason en el tejido extraido en
la prostatectomia, PSA preoperatorio y a 12 meses
de la cirugia. Los criterios de inclusion fueron: CaP
recién diagnosticado con indicacién de prostatecto-
mia exclusiva o HPB diagnosticada por biopsia. Los
pacientes con compromiso ganglionar, médrgenes
quirdrgicos positivos en la biopsia, metdstasis a
distancia, tratamiento hormonal previo o radiote-
rapia, fueron excluidos. Se obtuvo un ndmero de
pacientes con cancer de 41 y el grupo control de
39 pacientes. El Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Valparaiso aprobé la
realizacion de este estudio. Los pacientes con CaP
se dividieron en dos grupos segtn la presencia o no
de recidiva bioquimica, la cual se definié como un
PSA al ano de la prostatectomia mayor de 0,2 ng/ml.

Immunohistoquimica

Las biopsias fueron fijadas en formalina al 10%
neutralizada con carbonato de calcio a saturacion,
y luego incluidas en tacos de Paraplast. Los tacos
fueron remitidos por el patélogo de la CONAC a
los laboratorios de la Universidad de Valparaiso,
donde se procesaron. Se cortaron ldminas de 5 um
de grosor para el estudio inmunohistoquimico. Se
desparafiné la muestra, las ldminas fueron tratadas
con H O, al 3% (v/v) en PBS por 30 min para
bloquear la actividad de la peroxidasa endégena.
Cada uno de los siguientes pasos se siguié con un
enjuague con PBS. Todos los pasos fueron reali-
zados en una cdmara humeda, y se puso cuidado
en evitar la desecacidon de las muestras. La recu-
peracién antigénica fue realizada por inmersién
de la ldmina en buffer (TRIS-HCI 10 mM, pH
10) por 30 min a 95°C. El marcaje no especifico
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fue bloqueado incubando la ldmina con solu-
cién de Cas-Block (Zymed Laboratories, South
San Francisco, CA, USA) por 10 min. Los cortes
fueron incubados a 4°C durante la noche, con el
anticuerpo policlonal anti humano VEGF hecho
en conejo (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGEF-D,
LabVision, USA), diluido en 1:500 en PSB Tween
20al 0,3% (v/v).Luego de enjuagar con PBS, todos
los cortes fueron incubados por 1 h a temperatura
ambiente con IgG de cabra anti conejo conjugado
con biotina (Rockland, Gilbertsville, PA, USA),
diluido en PBS a 1:1.000. Luego del enjuague
en PBS, los cortes fueron incubados con el kit
Vectastain ABC (Vector) por 1 h a temperatura
ambiente. La reaccién de peroxidasa se visualizd
usando el kit NovaRED (Vector, Burlingame, CA,
USA). Luego de la inmunomarcacién, se hizo
contratincién con hematoxilina de Meyer (Merck,
Darmstadt, Alemania). Para cada reaccién inmu-
nohistoquimica, se realizaron controles negativos
que fueron incubados con suero de conejo normal
u omitiendo el anticuerpo primario. Se usé cortes
de angiosarcoma como control positivo.

Andlisis de Imdgenes

Las muestras fueron fotografiadas mediante el
microscopio Inverted System Microscope Olym-
pus IX81 con Camara Olympus CP71, con un
aumento de 60x. Se seleccionaron 5 campos por
paciente elegidos al azar y se analizaron mediante
el programa Image Pro Plus. El programa permite
la cuantificacién manual de las células glandulares,
diferenciando si estin positivas o negativas para
VEGEF segtin su coloracién: siendo positivas las
células cuyo citoplasma adquirié un color rojo y
negativas si mantuvieron el color morado claro

de la hematoxilina. El conteo de células se realizo
por 4 observadores distintos, no patélogos, que no
estaban al tanto del diagnédstico de cada paciente.
Se obtuvo el total de células marcadas y células
totales de las 5 imédgenes y se calculé el porcentaje
de marcaje por paciente.

Andlisis estadistico

Las variables continuas se describieron como
promedios y desviaciones estandar en caso de ser
de distribucion normal, y como mediana y rango
intercuartil si esta condicién no se cumplia; las
variables categéricas, por medio de frecuencias
absolutas y relativas. Se usé la prueba de Sha-
piro Wilk para definir el tipo de distribucién.
Se us6 la prueba de t de Student para comparar
variables continuas cuando la distribucién fue
normal, y Mann Whitney cuando la distribucién
no lo fue. Para evaluar correlacion entre variable
cuantitativas se uso la prueba de Kendall. Para la
significancia estadistica se determiné un p < 0,01.

Se usé el programa Stata 10.0 para el andlisis
estadistico.

Este manuscrito contiene informacién publi-
cada preliminarmente en la Revista Chilena de
Urologia®; la republicacién de los datos basales
se hace con el conocimiento y aprobacién de los
editores de la Revista Chilena de Urologia y de la
Revista Médica de Chile.

Resultados

La informacién de los pacientes al momento
de la prostatectomia, indice de Gleason y antigeno
prostético especifico en cada grupo se muestra en
Tabla 1.

Tabla 1. Presencia de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) en células de hiperplasia
prostatica benigna (HPB) y cancer prostatico

Variable HPB Cancer Valor de p*
n =39 n=41

Edad (afnos) 70,7 = 7,37 64,6 = 6,75 0,0002

fndice de Gleason (puntos) -- 6**

PSA preoperatorio (ng/ml) 4,52 + 2,36 18,7 = 40,7 0,0163

PSA post-operatorio (12 meses) (ng/dl) - 2,19 £ 11,5

Porcentaje de marcaje 1,56 = 1,93 82,1 + 17,6 < 0,0001

Valores expresados en promedios y desviaciones standard. HPB: Hiperplasia Prostatica Benigna; PSA: Antigeno Prostatico Es-

pecifico. *Prueba t de Student. **moda.
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Luego de analizar 5 campos microscopicos
por paciente, las pruebas de hipdtesis mostraron
una diferencia significativa entre el marcaje de las
células glandulares neopldsicas e hiperpldsicas que
fue de 82,1 £ 17,6% y 1,56 * 1,93%, respectiva-
mente (p < 0,0001). El marcaje se muestra en las
Figuras 1y 2.
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La correlacién de Kendall se calcul6 entre por-
centaje de marcaje para VEGF e indice de Gleason
en los pacientes con cdncer y no se encontré una
correlacién significativa (tau = - 0,17; p = 0,16).

También se calcul6 la correlacién de Kendall
entre porcentaje de marcaje para VEGF y nivel de
antigeno prostdtico especifico preoperatorio en

Figura 1. Inmunomarcacion
para factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) en
tejido prostatico benigno. Se
presentan cortes de prostatas
con Hiperplasia Benigna. Se
observa que el citoplasma de las
células glandulares prostaticas
(flechas) no tienen marcacion
para VEGF (mantiene la colo-
100 ym | racion propia de la tincién con
Hematoxilina-Eosina).

Figura 2. Inmunomarcacion
para factor de crecimiento en-
dotelial vascular (VEGF) en tejido
prostatico maligno. Se presen-
tan cortes de Céncer de Prostata.
Se observa que el citoplasma de
las células glandulares prostati-
cas (flechas) tienen marcacion
positiva para VEGF (adquieren
coloracién roja).

Rev Med Chile 2013; 141: 153-159
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Tabla 2. indice de Gleason, antigeno prostatico especifico (PSA) y porcentaje de marcacion
de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) en 37 pacientes con cancer prostatico
con y sin recidiva al aino de la prostatectomia

Recidiva negativa
(PSA =< 0,2 ng/ml)

n = 21
Edad 63 (60 - 69
fndice de Gleason (puntos) 6 (557
PSA pre-operatorio (ng/ml) 7.0

0,002 (0,001 - 0,015
86,6

)

)

(6,0-8,5)

PSA al afo postoperatorio )
)

Porcentaje de marcacién (72,0 - 93,0

PSA: Antigeno prostatico especifico;
en medianas y rango intercuartilico.

los pacientes con cancer, no encontrdndose una
correlacion significativa (tau = 0,07; p = 0,53).
Los pacientes con diagnéstico de CaP se di-
vidieron segin el valor de su PSA de control al
afno en dos grupos (recidiva vs no recidiva). La
distribucién de los datos por grupo se muestra en
la Tabla 2. El porcentaje de marcaje no mostro re-
lacién con la recidiva (p = 0,157). Tampoco el PSA
preoperatorio y el indice de Gleason mostraron
relacién con la recidiva bioquimica al afio de se-
guimiento (p =0,155y p = 0,085 respectivamente).

Discusiéon

Este estudio mostré diferencias en la presencia
de VEGEF en las células glandulares de las biop-
sias prostaticas de los pacientes con CaP y HPB.
Este hallazgo puede estar relacionado no sélo
con angiogénesis inducida por hipoxia, sino que
también con la transiciéon de células secretoras
de un fenotipo epitelial a uno mesenquimdtico y
con el reclutamiento de células quiescientes al
ciclo celular.

El patr6n de marcaje de VEGF es controver-
sial como factor prondstico para la evolucién del
CaP?'"#, pero podria ser de utilidad en el diagndsti-
co diferencial entre HPB y CaP cuando las biopsias
sean dudosas, ya que el patrén de marcaje de VEGF
de las células glandulares es diferente entre la cé-
lulas malignas y las hiperplasicas (Figuras 1y 2).

Creemos que es necesario complementar
este estudio con un marcaje adecuado de la mi-
crodensidad vascular, asi como de las proteinas

Rev Med Chile 2013; 141: 153-159

Recidiva positiva Valor de p *
(PSA > 0,2 ng/ml)
n=16

65 (61 -69,5) NS

6.5 6-7) NS

7,25 (59-12,5) NS

04 (0,29-0,8) < 0,0001
89,55 (77,0-92,3) NS

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial. *Mann Whitney U. ** Valores expresados

que se ven alteradas cuando las células malignas
epiteliales adoptan un fenotipo mesenquimatico
que las hace capaces de desprenderse del epitelio,
atravesar la lamina basal y migrar, degradando la
matriz y modificando su citoesqueleto de modo
de hacerse méviles permitiendo la generacién de
metdstasis a distancia'”. Serfa interesante en estos
pacientes estudiar el patrén de expresiéon de E-
cadherina, beta-cateninas, vimentina, TWIST u
otras proteinas que pudieran modificarse®*.

No se encontré diferencias en la magnitud de
la presencia de VEGF en los pacientes que tuvieron
una recidiva al afio respecto a los pacientes que
no la tuvieron, lo que nos indica que no tuvo uti-
lidad como factor pronéstico para la recurrencia
precoz del CaP en esta serie de pacientes. Dado
que la recidiva se evalué sélo un afio posterior a
la prostatectomia, no puede descartarse que en
un seguimiento mds prolongado de los enfermos,
hubiera una correlacién entre la magnitud de la
tincién del VEGF y la recidiva bioquimica.

Otro resultado interesante de destacar es que
no se encontro relacion significativa entre el indice
de Gleason de las biopsias y la recidiva al afio. Lo
mismo ocurrié con los valores de PSA preoperato-
rio. Esto nos indica que es necesario continuar con
labisqueda de factores prondsticos que sean utiles.

Una limitacién de nuestro estudio fue la re-
lativa falta de enmascaramiento en el proceso de
observacién y conteo de células marcadas, puesto
que todos los observadores eran médicos o estu-
diantes de medicina con conocimiento en el drea
patolégica. Los observadores no tuvieron acceso a
los datos clinicos de los pacientes ni al informe de
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los patélogos, pero la arquitectura glandular en la
mayoria de los casos probablemente fue sugerente.

En suma, encontramos una diferencia signifi-
cativa en la marcacidn citoplasmética para VEGF
entre biopsias de CaP y HPB. Esta podria ser una
herramienta diagnodstica adicional en el andlisis
histopatoldgico de las biopsias dudosas. No hubo
relacién significativa entre el marcaje de VEGF y la
presencia de recidiva al afio; tampoco la hubo con
ninguno de los otros factores pronésticos evalua-
dos, como PSA preoperatorio e indice de Gleason.
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