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RESUMEN

El presente estudio constituye el primer reporte que establece una asociacion entre angiogénesis y la actividad
proliferativa en distintas regiones de tumores malignos del tracto gastrointestinal del humano. Biopsias qui-
rurgicas correspondientes al centro del tumor, la regién de la periferia y las zonas de metdstasis fueron
procesadas mediante la técnica de la avidina-biotina inmunoperoxidasa, empleando los anticuerpos anti-Factor
VIII de Von Willebrand y anti-PCNA, para la determinaci6én de la densidad vascular, como una medida de la
respuesta angiogénica, y la proliferacion celular, expresada como el indice de marcaje con PCNA, respectiva-
mente. Los resultados mostraron una correlacién positiva entre la densidad vascular y el indice de marcaje con
PCNA (p<0.00001). La proliferacién celular se observé incrementada en la region de la periferia, en compara-
cién a la region del centro del tumor y las zonas de metéstasis. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la densidad vascular en las regiones del tumor con menor indice de marcaje con PCNA
(centro del tumor < 64%, la periferia < 73% y las zonas de metédstasis < 61%) y las regiones del tumor con
mayor indice de marcaje con PCNA, (centro del tumor, p< 0.05; la periferia, p< 0.001 y las zonas de
metastasis, p< 0.01). Estos resultados sugieren que los tumores con una elevada vascularizacién muestran una
tendencia al incremento de su actividad proliferativa y en consecuencia de su potencial de malignidad. Tales
pardmetros podrian constituir indicadores pronésticos en estos tumores.

ABSTRACT

This study is the first report to establish an association between angiogenesis and the proliferation activity in
different regions of human malignant tumors of the gastrointestinal tract. Surgical biopsies corresponding to
the tumor center, periphery region, and metastasis zones were proccesed by the avidin-biotin
immunoperoxidase technique, using the antibodies anti-factor VIIl-related antigen or Von Willebrand factor
and anti-PCNA, to determine the vascular density, as a measure of the angiogenic response, and the cellular
proliferation, expressed as the PCNA labelling index, respectively. The results showed a positive correlation
between vascular density and PCNA labelling index (P< 0.00001). Cellular proliferation was incremented in
the periphery region compared to the tumor center and the metastasis zones. There was statistically
significant differences between vascular density in the regions of the tumor with low PCNA labelling index
(tumor center, < 64%; periphery, < 73% and metastasis zones, < 61%) and the regions of the tumor with high
PCNA labelling index, (tumor center, p< 0.03; periphery, p< 0.001 and metastasis, p< 0.01). This results
suggest that tumors with an increased vascularization, show a tendency to increase its proliferative activity.
Such parameters could be prognostic indicators in these tumors.

Palabras clave: Densidad vascular, proliferacion celular, adenocarcinomas gastrointestinales,
inmunohistoquimica.

Key words: Vascular density, cellular proliferation, gastrointestinal adenocarcinomas, immunohistoche-
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INTRODUCCION

Los estudios realizados en las dos ultima: déca-
das han revelado que la progresion del tumor (cre-
cimiento, invasion y metdstasis) depende del
* proceso de angiogénesis o formacion de nuevos va-
sos sanguineos a partir de los preexistentes
(Folkman, 1982; 1986; 1990; 1996; Folkman vy
Klagsbrum, 1987, Weidner, 1993; Baillic y Col.,
1995; Battegay, 1995; Weidner y Col., 1993). El
aumento en la poblacién de células tumorales es
precedido por un incremento en los nuevos capila-
res que convergen hacia el tumor. Por ello, la
angiogénesis se ha correlacionado directamente con
el crecimiento del tumor y las metastasis (Folkman,
1990). Los hallazgos experimentales subsiguientes lo
han confirmado, e incluse han revelado que en au-
sencia de una fuente sanguinea adecuada, el tumor
sufre necrosis y apoptosis, procesos que limitan el
incremento en el volumen del tumor, consecuente a
la proliferacion celular continua caracteristica del
cancer (Weidner, 1993; Leek y Col., 1994;
Hanahan y Folkman, 1996). El crecimiento de un
tumor esta representado por el incremento total en
el nimero de células tumorales como resultado neto
de la ganancia de células a través de la actividad
proliferativa y la pérdida de éstas por apoptosis o
necrosis (Van Diest y Col., 1998).

En la actualidad, la correlacion entre la densidad
vascular, como una medida de la respuesta angio-
génica y la malignidad del tumor se intenta emplear
con fines pronésticos en el cancer de mama, ova-
rio, prostata, colon y otros (Baillie y Col., 1995).

El primer paso en la determinacién de la densi-
dad vascular (Weidner, 1993), lo constituye la iden-
tificaciéon de los vasos sanguineos del tumor
mediante técnicas de inmunohistoquimica, con el uso
de anticuerpos que reconocen al antigeno relacionado
al factor VIII de Von Willebrand (F-VIII), presente
en el endotelio vascular, asi como también la molécu-
la de adhesion a células endoteliales y plaquetas
(CD31/PECAM), las selectinas E y P, y el grupo de
diferenciacion CD34 (Fontanini y Col., 1995).

La proliferacion celular también se ha considera-
do como un marcaddr del potencial de malignidad
de diversos carcinomas (Leek y Col.,, 1994,
Fontanini y Col., 1995; Folkman, 1996; Hanahan y

o

Folkman, 1996). En general, uno de los métodos
empleados con frecuencia en la determinacion de
proliferacién celular en tumores, consiste en la utili-
zacion de anticuerpos que reconocen proteinas nu-
cleares (McLeod y Murray, 1999), tales como, la
Ki-67, una proteina de unién al ADN expresada en
todas las fases del ciclo celular, a excepcién de la
GO (Gerdes y Col., 1992), y el antigero nuclear de
proliferacién celular (PCNA)/ciclina, que es una
proteina 4cida de tipo no histona (36 kDa), la cual
funcicna como un cofactor de la ADN polimerasa
0 con expresion a nivel nuclear, particularmente en
las fases G1 tardia y S del ciclo celular (Hall y
Wood., 1990; Linden y Col., 1992).

La vascularizacion del tumeor y la actividad
proliferativa representan aspectos fundamentales
para un mejor conocimiento de la biologia tumoral y
de las bases para una terapia anti-angiogénica
(Wesseling y Col., 1995). Recientemente, se ha
descrito una asociacion entre la vascularizacion
tumoral, la proliferacion de células tumorales y la
evolucion clinica en el cancer de mama (Dutta y
Col., 1995), la cavidad oral (Alcalde y Col., 1995;
Tipoe y Col., 1996) y el cancer gastrico. Sin em-
bargo en estos estudios Gnicamente se ha conside-
rado la masa tumoral (Maeda y Cel., 1995; 1996),
y en ofros canceres esta relacion aun es objeto de
controversia (Huang y Col., 1996; Onodera y Col.,
2000; Lee y Col., 2001). No obstante, hasta el pre-
sente la relacién entre densidad vascular y prolife-
racion tumoral en distintas regiones de tumores
malignos del humano no se ha establecido. En el
presente estudio se determind la asociacion entre
angiogénesis y proliferacion de células tumorales en
distintas regiones (centro, periferia y metastasis) de
tumores malignos del tracto gastrointestinal del hu-
mano (estdbmago, colon y recto), a objeto de contri-
buir a un mejor conocimiento de la biologia de
estos tumores.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes. Se emplearon biopsias quirfirgicas
correspondientes al centro del tumor, la regién de
la periferia y zonas de metastasis de pacientes
(n=13; 7 femeninos y 6 masculinos) con edades
comprendidas entre 44 v 76 afios (promedio 61.9
afios) provenientes del Servicio de Oncologia del
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Hospital Oncolégico Padre Machado y el Servicio
de Gastroenterologia del Hospital Clinico Universita-
rio de Caracas, quienes presentaron un diagndstico
histopatoldgico de adenocarcinoma gastrointestinal. En
ninglin caso se realizd tratamiento previo a la cirugia,

Inmunohistoquimica. Las biopsias correspon-
dientes a las distintas regiones del tumor (centro,
periferia y metastasis) fueron fijadas en formalina
neutra al 10%, procesadas e incluidas en parafina.
Las secciones de 4 pum obtenidas en laminas
portaobjeto cubiertas con poli-L-lisina (Sigma) fue-
ron desparafinadas, rehidratadas y procesadas por
el método modificado de la avidina-biotina inmuno-
peroxidasa (Hsu y Col., 1981). Posterior a la
rehidratacion de las secciones, se realizd una pre-
digestion proteolitica con tripsina al 0.1 % (Lipshaw
Immunon) en tampon Tris (150 mM NaCl, 3.3 mM
Ca,Cl, pH 7.6), durante 15 minutos a 37 °C. Se
realizaron lavados en agua destilada y tampon
fosfato salino (PBS, pH 7.4) durante 5 minutos a
temperatura ambiente (T.A.) y luego se procedid a
la inhibicién de la peroxidasa enddgena mediante el
uso de peroxido de hidrégeno al 3 % en metanol
durante 5 minutos. Todas las incubaciones se reali-
zaron a T.A. y en camara himeda. Se empleo el
kit LSAB universal (labelled streptavidin biotin
peroxidase) de tres componentes (Dako Corpo-
ration, Carpinteria, CA, USA). Para evitar la
inespecificidad, las secciones se incubaron con una
solucién de bloqueo durante 10 minutos y a conti-
nuacion se realizaron las incubaciones con los
anticuerpos anti-F-VIII de humano (policlonal, dilu-
cién 1:300 en PBS, pH 7.4, 0.1 M) y anti-PCNA
(monoclonal, dilucién 1:100 en el mismo tampodn).
Posterior a‘]‘ lavado en PBS (5 minutos) se realiza-
ron incubaciones con anticuerpos secundarios bio-
tinados anti-conejo y anti-ratén durante 15 minutos
y a continuacion se realizd el lavado correspondien-
te con PBS por 5 minutos. Para finalizar, se realizo
una incubacion con el conjugado estreptavidina-
peroxidasa durante 20 minutos. La inmunorreac-
tividad se detecté con el uso del cromdgeno
3-amino-9-etil carbazol (Sigma), el cual permite la
observacion de un precipitado de color rojo en el
sitio de la inmunoreaccion. Las secciones se con-
trastaron con hematoxilina de Mayer y se montaron
en gelatina glicerinada. Los controles positivos con-
sistieron en tejidos de inmunoreaccion conocida
para cada anticuerpo, en tanto que los controles

negativos fueron secciones de tejido incubadas con
una solucion de PBS en lugar del anticuerpo primario.

Densidad vascular. La densidad vascular (nu-
mero de capilares sanguineos/mm?) se determiné de
acuerdo al método de Weidner (1993). Las seccio-
nes inmunoreactivas al anticuerpo anti-F-VIII se
observaron a bajo aumento, a objeto de identificar
las areas de mayor vascularizacién en las distintas
regiones de los adenocarcinomas gastrointestinales
(hot spots). La densidad vascular se cuantificd en
5 campos de 250X de aumento (drea por campo
de 0.639 mm?) y los valores se expresaron como la
media *+ la desviacion estandar de vasos sanguineos
en tales dreas.

indice de marcaje con PCNA. El indice de
marcaje con PCNA se determind de acuerdo al
método de Maeda y Col. (1995). Los nficleos de
un ntmero mayor de 500 células tumorales se
cuantificaron en 3 campos de 40X con la mayor

‘densidad de ndcleos con inmunoreaccion positiva al

anticuerpo anti-PCNA. El indice de marcaje con
PCNA se expresé como el porcentaje de nucleos
de células positivas.

Analisis estadisticos. La densidad vascular fue
comparada en las distintas regiones de los adeno-
carcinomas gastrointestinales mediante la prueba t de
Student para variables dependientes. La significancia
estadistica fue definida como p< 0.5. La relacion en-
tre la densidad vascular y la proliferacién celular de
los adenocarcinomas gastrointestinales se determind
mediante un andlisis de varianza ANOVA vy
ANOVA Kruskal-Wallis por rangos.

RESULTADOS

Densidad vascular. En las_distintas regiones de
los adenocarcinomas gastrointestinales la densidad
vascular, como una medida de la respuesta_angio-
génica, fue determinada en las zonas de mayor
vascularizacion (hot spots). La mayor densidad
vascular en cada una de las regiones se enconird
en el estroma, alrededor de las 4reas de parén-
quima (Fig. 1). La heterogeneidad en la densidad
vascular se observo no so6lo en los diferentes tumo-
res, sino también en las distintas regiones del mis-
mo tumor. La densidad vascular en las dreas mas
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activas de neovascularizacion no mostro diferencias
estadisticamente significativas en las distintas regio-
nes de los adenocarcinomas gastrointestinales. El
contaje de vasos promedio = la desviacion estandar
fue de 28 + 26 capilares/mm? en la regidén corres-
" pondiente al centro del tumor, 28 + 23 capilares/
mm? en la periferia y 24 £ 14 capilares/mm*en las
zonas de metastasis.

Actividad proliferativa tumoral. La prolifera-
cién celular en las distintas regiones de los adeno-
carcinomas gastrointestinales fue variable. La inmu-
noreaccion positiva al PCNA en los nicleos de las
células tumorales se observd incrementada en la
region correspondiente a la periferia del tumor y
mostré variabilidad en relacién al grado de intensi-
dad (Fig. 2).

Figura 1. Seccion de un adenocarcinoma gastrointestinal en fa que se
muestra la inmunoreaccidn positiva a FVIIT en los vasos sanguineos
(flechas) v los brotes vasculares (cabezas de flecha). Barra= 12.5 pm.

El indice de marcaje con BoNa promedio *
desviacion estandar fue de 64 + 51 % en la region
correspondiente al centro del tumor, 73 + 54 % en
la periferia y 61 £43 % en las zonas de metasta-
sis, El analisis de varianza ANOVA de una via
determiné que existe diferencia estadisticamente
significativa entre el indice de marcaje con PCNA
en las distintas regiones de los adenocarcinomas
gastrointestinales y la densidad vascular, con una
p< 0.00001 en la region correspondiente al centro
del tumor, p< 0.0001 en la periferia y p < 0.0001
en las zonas de metdstasis.

Asociacion entre la densidad vascular y la
proliferacién celular (PCNA). La asociacion en-
tre la densidad vascular y la expresion de PCNA
como un indicador de la proliferacidén celular en

Figura 2. Secciéon de un adenocarcinoma gastrointestinal con
inmunoreaccion positiva a PCNA en los nucleos de las células
tumoerales (cabezas de flecha). Barra= 12.5 um,
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distintas regiones de los adenocarcinomas gastro-
intestinales se realizé mediante los analisis estadisti-
cos ANOVA de una via y ANOVA Kruskal-
Wallis por rangos. En la region correspondiente al
centro del tumor, el analisis de varianza ANOVA
mostré diferencia estadisticamente significativa con
una p< 0.0001, en tanto que en las regiones de la
periferia y las zonas de metéstasis, el andlisis de
varianza ANOVA Kruskal-Wallis por rangos, mos-
tré que existe diferencia estadisticamente significati-
va con una p<0.0001 y p< 0.0001, respectiva-
mente. Asimismo, se encontrd significancia estadis-
tica entre la densidad vascular en las regiones del
tumor con menor indice de marcaje con PCNA
(centro del tumor, < 64 %; la periferia, < 73 % y
zonas de metastasis, < 61 %), y las de mayor
indice de marcaje con PCNA, p< 0.05, p< 0.001 y
p< 0.01 en el centro del tumor, la periferia y las
zonas de metastasis, respectivamente. Estos resulta-
dos sugieren que en las distintas regiones de
adenocarcinomas gastrointestinales, el indice de pro-
liferacion celular incrementa con la vascularizacion
del tumor (Fig. 3).

DISCUSION

La vascularizacion del tumor y la actividad
proliferativa constituyen aspectos relevantes para el
crecimiento, la invasion y las metastasis (Weidner y
Col.,, 1993). No obstante, aiin cuando se ha sugeri-

do que tanto la angiogénesis como la proliferacién
celular cumplen un papel esencial en el desarrollo
de los tumores, las interrelaciones y la contribucién
relativa de esos procesos en distintas regiones del
tumor no se ha definido. En el presente estudio, se
compararon los parametros densidad vascular y
proliferacion celular en distintas regiones de tumo-
res malignos del tracto gastrointestinal del humano
(centro, periferia y metastasis), a objeto de estable-
cer una posible asociacién entre angiogénesis y
proliferacién tumoral. En las distintas regiones de
adenocarcinomas gastrointestinales, la densidad vas-
cular no difiere significativamente. Este parametro
es heterogéneo en el estroma del tumor. Un hallaz-
go similar se observé en carcinomas colorrectales
del humano (Pritchard y Col., 1995), y orales de
células escamosas (Dunstan y Col., 1997). Asimis-
mo, estos tumores no muestran una disminucidn de
la vascularizacion en la region del centro del tumor,
similar a lo observado en el presente estudio.

En las diferentes regiones de los adenocarcino-
mas gastrointestinales, la inmunoreaccién positiva al
anticuerpo anti-F-VIII permitié la identificacion de
estructuras que no formaron una luz (Fig. 1), simi-
lar a lo observado en carcinomas orales de células
escamosas. Tal hallazgo ha permitido sugerir que
estas estructuras representan brotes vasculares
neoformados, las cuales podrian estar asociadas a
un incremento en la actividad angiogénica en los
tejidos del hospedero (Dunstan y Col., 1997). La
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extension de la vascularizacion de una region deter-
minada en los tumores, se ha sugerido que depende
del balance entre los estimuladores e inhibidores de
angiogénesis producidos por las células tumorales y

las células del hospedero (Hanahan y Folkman, 1996).

El PCNA .se ha empleado como un marcador
de proliferacion celular (Maeda y Col., 1995; 1996).
La expresion del PCNA es regulada a nivel trans-
cripcional y post-transcripcional y es afectada por
la estabilidad del ARNm. En algunos tumores se ha
observado que un incremento en la expresion del
PCNA podria estar relacionado con una alteracion
mediada por un factor de crecimiento autocrino y
paracrino (Hall y Woods, 1990).

En la presente investigacion, el andlisis del indi-
ce de marcaje con PCNA determinado en las dis-
tintas regiones de los adenocarcinomas gastro-
intestinales, muestra que la proliferacion celular es
variable. La mayor proliferacion de células tumo-
rales (media £ desviacion estandar, 73 £ 54 % de
nucleos positivos al PCNA) se encontré en la re-
gidn correspondiente a la periferia. Asimismo, se
observé un incremento de la vascularizacion en los
adenocarcinomas gastrointestinales con un mayor indi-
ce de marcaje con PCNA, en comparacion a los
tumores con un indice de proliferacion celular menor.

La heterogenecidad de la inmunoreaccion al
PCNA, probablemente se relaciona con las propie-
dades biologicas del antigeno detectado. Se ha su-
gerido que el PCNA podria no estar restringido a
la fase S del ciclo celular. Una serie de estudios
han demostrado que la vida media del PCNA (20
horas), comparada con la duracién intrinseca del ciclo
celular, posiblemente es responsable por la inmu-
nodeteccion positiva posterior a la fase S, lo cual
podria influir en la heterogeneidad de la intensidad y
los patrones de inmunotincion (Linden y Col., 1992).

La existencia de distintos patrones de prolifera-
cién en carcinomas experimentales de colon, podria
estar asociada a la presencia de compartimientos
del tumor con diferentes comportamientos prolife-
rativos. Sin embargo, se ha sugerido que en esos
tumores el desarrollo de capilares heterogéneos,
probablemente no es responsable de las diferencias
locales en la proliferacion de las células tumorales
(Gabbert y Col., 1982).

La actividad proliferativa celular se ha conside-
rado como un marcador del potencial maligno de
diversos carcinomas. Recientemente, una serie de
estudios han demostrado que existe una relacion
entre la angiogénesis tumoral, la proliferaciéon celu-
lar y el resultado clinico (Dutta y Col., 1995;
Maeda y Col., 1995; 1996).

En carcinomas de colon de ratas se demostro
que la proliferacion de las células tumorales depen-
de no solo de las propiedades inherentes a la po-
blacion de células tumorales, sino también de la
vascularizacién, similar a lo que ocurre en los
adenocarcinomas gastrointestinales, atn cuando en
esos carcinomas experimentales no se realizd una
comparaciéon entre distintas zonas del tumor, sino
Gnicamente en la masa tumoral.

La densidad vascular y el indice de marcaje con
PCNA, constituyen factores prondsticos de la en-
fermedad en carcinomas gastricos del humano. Ta-
les factores, podrian ser empleados para la identi-
ficacion de pacientes con un alto riesgo de recu-
rrencia, asi como también para dirigir la terapia
post-operatoria (Maeda y Col., 1995).

En conclusién, los resultados de la presente in-
vestigacion sugieren que en distintas regiones de
adenocarcinomas gastrointestinales del humano la
densidad vascular se relaciona directamente con el
indice proliferativo, similar a lo descrito en tejidos
de la mucosa oral (Macluskey y Col., 2000), aun-
que en estos Gltimos se considerd dnicamente la
masa tumoral. La revisién de la literatura claramen-
te indica una carencia de estudios que relacionen
angiogénesis, proliferacion tumoral, e incluso apo-
ptosis, y su contribucion relativa, lo que hace nece-
sario explorar estas asociaciones en estos y otros
tumores del humano y sus implicaciones en el de-
sarrollo del tumor y la biologia tumoral.
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