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SUMMARY

Background: Angiogenesis'is essential for neoplasms to brow and develo;ﬁ: its amount and dehsity have been studied in malignant !
neoplasms to predict their biological behavior and prognosis. Materials and methods: We'studied biopsy specimens of 37 round cell !
sarcomas and 22 spindle cell sarcomas of soft tissue and bone. Blood vessels were identified with the use of MoAb CD34 contrasted |
with methyl green. The morphometric study was performed by digital image piocessing with an Olympus CUE-2 system. In this analysis, ;

number and area of blood vessels, percent of area occupied by vessels and vascular density were determined. Results: The mean

blood vessel count in round cell sarcomas was lower (126.35) than in spindle cell sarcomas (157.22). The mean area occupied by ‘

blood vessels was much higher in spindle cell (272.70) than in round cell sarcomas and showed statistical significance in the Student’s 1

t-test (p=0.026). Vascular density was also higher in spindle cell (26,231 x 10%) than in round cell sarcomas (20,959 x 10%). Con-'

clusion: In our specimens a higher degree of angiogenesis was shown to be present in soft tissue and bone spindle cell sarcomas. '

The amount of angiogenesis should be considered of prognostic value in these lesions. Rev Esp Patol 2000; 33(1): 25-30.
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RESUMEN i

Planteamiento: La anglogeneSIS s un proceso esencial para el desarrollo y crecimiento de las neoplasias. La cuantificacion y densi-

dad de su desarrollo en diversas variedades de neoplasias malignas ha sido estudiada con of objeto de predecir el comportamiento
biolégico y prondstico de las mismas. Matérial y Método: Se estudian 37 especfmenes de biopsia fde sarcomas de células redondas

y 22 de sarcomas ‘fusocelulares de los tejidos blandos y hueso, que conforman los dos grupos de andlisis. El estudio de la vasculari-
zacion se realiza con el andlisis de la expresion de CD34. El estudio morfométrico se efectud mediante procesamiento digital de ima-

genes, determinandose el nimero de vasos sanguineos. el drea de vasos sanguineos, el porcentaje de drea ocupada por vasos y la

densidad vascular. Resultados: El nimero de vasos sangumeos promedio, en el grupo de sarcomas de células redondas fue menor .
(126,35) que en el de ce/u/as fusiformes (157.22); la med/a del drea ocupada por vasos sangumeos fue mucho mayor en los sarco- ;
mas fusiformes (272,70) quie en los de células redondas ( 188.79). con szgn:f:cac:on estadistica en la prieba t de Student (p=0.026). '

Igualmente la densidad vascular fue mucho mayor en el grupo de sarcomas fusocelulares (26.231x104) que en el de células redon-

*Este trabajo ha sido realizado gracias a la beca FISss N°® 98/0600 (Madrid).
“*Becario del Programa: Una Nau de Solidaritat de la Universitat de Valencia.

- 25



R. Wong Navarro. S. Navarro. D. Contreras Barrionuevo, J.E. Ferndndez-Briito Rodriguez y A. Llombart Bosch REV ESP PATOL

[ RS e e e e e e e

dos y hueso. Hipotetizamos el posible valor prondstico que pudiera tener la cuantificacion de la angiogénesis en estas lesiones. Rev

| das (20.959x1 0“) Conclusion: Existe un desarrollo mayor de angiogénesis en el grupo de sarcomas fusocelulares de los tejidos blan-
Esp Patol 2000; 33(1): 25-30.

Palabras clave: Anglogenesns CD34 - Sarcomas fusocelulares - Tumores de células redondas

INTRODUCCION cos establecidos como el tamaiio. la celularidad, el pleo-

- ‘ T morfismo, la actividad mitética, la presencia de necro-
La angiogénesis es fundamental para la reproduccion, el sis, infiltraci6n, metdstasis, etc. M4s recientemente se ha
desarrollo y la reparacién de los tejidos (1). Las neopla- afiadido la aplicacién de nuevas técnicas de inmunohis-
sias no se excluyen de este principio biolégico, por lo toquimica, citogenética y biologia molecular que, aun-
que, en particular, las formas malignas sélidas dependen que hoy por hoy no todas tienen la sensibilidad y espe-
de 1a neovascularizacion para su crecimiento progresivo  cificidad bien establecidas, ofrecen un futuro esperanza-
y diseminacién metastdsica (2-4). Esta angiogénesis o dor, no sélo para el diagndstico anatomopatolégico sino

neovascularizacion es regulada por varios mediadores tamblen para el establecimiento de criterios pronostlco
que son conocidos como factores angiogénicos. En los  de uso clinico (27).

tultimos 15 afios se han descrito numerosos factores que Considerando el valor prondstico que ha demostrado
se han dividido en inhibidores. y favorecedores de la tener la determinacién del desarrollo de la angiogénesis
angiogénesis (1, 4-13). El proceso de la angiogénesis en tumores malignos de diversas localizaciones, el pre-
depende del equilibrio entre los factores reguladores  sente estudio tiene como objetivo comparar el grado de
positivos y negativos (1, 3-5). angiogénesis entre los sarcomas de células redondas y de

La cuantificacion y densidad de la angiogénesis en células fusiformes de tejidos blandos y hueso, utilizando
diversas variedades de neoplasias malignas ha sido estu- como marcador de células endoteliales el anticuerpo mo-
diada con el objetivo de predecir el comportamiento noclonal anti-CD34, con el propésito de buscar nuevos
biol6gico y prondstico de las mismas (14-17). Varios es- elementos que ayuden a establecer criterios. pronostlco
tudios sefialan que un alto grado de angiogénesis‘ (au- en estas leSIOneS

mento del nimero de vasos sanguineos y mayor densi-
dad vascular) estd asociado con un incremento de la proli-
feracién celular, mayor riesgo de metdstasis, recurrencia. MATERIAL Y METODO

y pronostico fatal en pacientes con cdncer de mama,

-colorrectal, prostata, eséfago, estdémago, vejiga, nielano- Se estudian 37 especimenes de biopsia de sarcomas de
ma, neuroblastoma, etc. (18—26). Por esto, en los dltimos células redondas (28 sarcomas de Ewing y 9 tumores
afios, la determinacién del grado de vascularizacién ha neuroectodérmicos periféricos) y 22 de sarcomas fuso-
adquirido importancia como un factor prondstico inde- celulares (11 sarcomas sinoviales, 5 fibrohistiocitomas’
pendiénte en varias de estaélneoplasias (14, 17. 20. 21.26). malignos, 3 dermatofibrdsarcomas, 2 sarcomas primiti-

Los sarcomas de partés blandas y hueso confoflnan vos con diferenciacion neural y 1 rabdomiosarcoma) de

un grupo heterogéneo de neoplasias que poseen diversa los tejidos blandos y hueso, que conforman los dos gru-
morfologia, distinta localizacién anatémica y variada pos de andlisis. -

o

agresividad clinica. Aunque de relativa poca frecuencia. El estudio histopatoldgico se realizé en cortes inclui-
resulta importante determinar los elementos prondstico dos en parafina, coloracién de hematoxﬂma-eosma téc-
que permitan conocer la: posible evolucién de, estos nicas hlstoqulmlcas (PAS, reticulina, trlcromlco de Mas-
tumores. La prediccién dél comportamiento bioiégico son) € mmunohlstoquumcas utilizando el método del
de estas lesiones de forma tradicional se basa fundamen- complejo avidina-biotina (ABC) con diferentes marca-

talmente en el tipo histopatolégico del tumor y el grado dores que permitieron la tipificacion de los tumores (vi-
de malignidad, determinado segtn criterios morfolégi- mentina, actina, desmina, HBA-71, enolasa neuronal es-
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%Tabla 1. Media y desviacién estandar de las variables
: estudiadas para el grupo sarcoma de células redondas
((n=37).

"Tabla 2. Media y desviacion estindar de las variables
estudiadas para el grupo sarcoma de células fusiformes
(n=22).

: Desviacién Desviacion
Variables i Media estdndar ' Variables Media estandar
Area de vasos 188.7908 96.5596 Area de vasos 272.7067 151.6042
N° de vasos 1126.3513 64.1011 ; N° de vasos 157.2273 133.9054
Densidad vascular 2.0959E-04 1.0830E-04 \ Densidad vascular 2.6231E-04 2.2394E-04
Area de vasos (%) ‘ Area de vasos (%) 4.8872 2.4902

pecifica, proteina S-100, HNK-1, CD68, citoqueratina)
y CD34 contrastado con Sferde metilo como marca‘do;r de
células endoteliales para la mejor identificacién de los
vasos sanguineos. ‘

El estudio morfométrico se realizé por procesamiento
digital de im4genes con el Sistema Olimpus CUE-2, cali-
bracién 0.7978. Se analizaron 10 campos microscépicos
de 200x en cada preparacién y se determind el niimero de
vasos sanguineos, el drea de vasos sanguineos, el porcen-
taje de drea ocupada por vasos sanguineos y la densidad
vascular. ! ‘

Se aplicaron andlisis estadisticos descriptivos: media
de ndmero de vasos, media de drea de vasos sanguineos,
media del porcentaje de area ocupada por vasos sangui-

neos y, densidad vascular media para cada grupo en estu-
dio; y el estudio comparativo f de Student, utilizando el
paquete estadistico NCSS (Number Cruncher Statistical
System Ver: 5.0).

RESULTADOS

En el grupo de sarcomas de células redondas la media
del nimero de vasos sanguineos es de 126,35 (desvia-
cion estandar 64,10) (Tabla 1), mientras que en los sar-
comas fusocelulares es de 157,22 (desviacién estdndar
133,96) (Tabla 2). En el test de comparacioén de Student
no se aprecia significacién estadistica (p=0.3193) en
este aspecto entre ambos grupos (Fig. 1). |

p<0.05 |

p>0.05
; 1
Area media ) ‘
Numero de vasos o
Densidad vascular - o |
Porcentaje de drea - o
i : ;
o 05 1 15 2 25 3t
No significativo Significativo

Figura 1. Resultados de la prueba t de Student entre los sarcomas de células redondas y células fusiformes.
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La media del drea ocupada por los vasos sanguineos
en el grupo de sarcomas de células fusiformes es de
272,70 (desviacién estandar 151,60) (Tabla 2), y en el de
células redondas de 188.79 (desviacion estandar 96.35)
(Tabla 1), con significacion estadistica en el test'de com-
paracién' (p=0.0263) (Fig. 1).

El porcentaje promedio de area ocupada por 'vasos
sanguineos en los sarcomas fusocelulares es de 4,88
(Tabla 2) y en los de células redondas de 3,24 (Tabla 1); se
observa también significacion estadistica (p=0.0075) en
el test de comparacion entre ambos grupos (FiO‘ 1).
La densidad vascular (nimero de objetos p01 area
medlda) también fue mayor en el grupo de sarcomas
fusocelulares (2623x10™) (Tabla 2) que en el de células
redondas (2095x107#) (Tabla 1). Sin embargo, en este
aspecto no se observo significacion estadistica en el test
de comparacion entre ambos grupos (Fig. 1).

La utilizacién de la técnica inmunohistoquimica del
anticuerpo monoclonal anti-CD34 contrastada con verde
metilo resulté 6ptima para el marcado de las celulas en-
dotehales facilitando la identificacién de los Vasos san-
gulneos (F1gs. 2y3)y la‘reahzamon de un estudio mor-
fométrico preciso. | -
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DISCUSION

En el momento actual, estd bien establecido que’la
vascularizacién desempefia un papel clave en el creci-
miento, la invasién y la metastasis de los tumores. Folk-
man (1, 2) ha demostrado que c€lulas tumorales en cul-
tivo, en ausencia de vascularizacion, crecen tan solo
hasta formar nodulos de 1-2 mm de didmetro; en cam-
bio, cuando son implantadas en animales de experimen-
tacién capaces de desarrollar neovascularizacion crecen
mucho més y de forma rdpida. La hip6tesis propuesta
por Folkman de que cada nuevo incremento de la masa
tumoral debe estar precedida por la proliferacién de una
nueva red vascular, ha sido validada por numerosos tra-
bajos en los tltimos afios (7-13), estudiando los factores
favorecedores e inhibidores de la angiogénesis.

La cuantificacion de la vascularizacion tumoral, de-
terminando el niimero de vasos sanguineos y la densidad
vascular, en especimenes de biopsias de neoplasias ma-
lignas de muy diversos tipos y localizaciones, ha aportado
algunos:datos interesantes. Weidner y cols. (18) en 1991
describieron que el recuento de vasos sanguineos fue
mayor en pacientes con cdncer de mama metastasico que
en un grupo comparativo sin metastasis. De forma simi-
lar, se comunicd (19) en el carcinoma de préstata un in-
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Figura 2. Alto grado de angiogénesis en un sarcoma de células fusiformes. Técnica mmunohlstoqmmlca de anticuerpo monocional

anti-CD34 contrastado con verde metilo (original, x200).
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Figura 3. Bajo grado de angiogénesis en un sarcoma de células redondas. Técnica inmunohistoquimica de anticuerpo monoclonal anti-

CD34 contrastado con verde metilo (original, x200). ‘

cremento del nimero de vasos sanguineos con significa-
cién estadistica segtin aumenta la malignidad en el sis-
tema de gradacion de Gleason. Williams y cols. (20)
seiialaron que la angiogénesis mostré una fuerte correla-
cién con recidiva regional en el carcinoma de células
escamosas de la cavidad oral, y que pudiera ser usada
como un indicador pronéstico independiente. Igualmen-
te, Meitar y cols. (22) concluyeron en un estudio sobre
el neuroblastoma que la angiogénesis puede desempefiar
un importante papel en la determinacién del comporta-
miento bioldgico de este tumor. También se han sefiala-
do correlaciones entre la vascularizacién del tumor.y el
prondstico en pacientes con cancer colorrectal ¥ carci-
noma escamoso del es6fago (24, 26). ‘

En los resultados de nuestro estudio se observa un
mayor desarrollo de la angiogénesis en el grupo de sar-
comas de células fusiformés, con significacidn estadisti-
ca (p<0.05). mediante la prueba r de Student entre ambos
grupos referida al drea media y porcentaje de drea ocu-
pada por vasos sanguineos. Esto nos indica un desarro-
llo diferente de la angiogénesis en los grupos analizados
y plantea el interrogante, a comprobarse en estudios pos-
teriores, de si el alto grado de desarrollo de la angiogé-
nesis observado en los sarcomas de células fusiformes
(Fig. 2), en comparacién con los de células redondas

(Fig. 3), es un elemento que sefale un peor prondstico
para los primeros. La media del niimero de vasos san-
guineos y de la densidad vascular también fue mayor en
los sarcomas fusocelulares, aunque en el test de compa-
racién no se observé significacién estadistica. Por otra
parte, hemos de resaltar que el estudio estadistico se ve
dificultado por las grandes desviaciones de la media y el
cardcter poco homogéneo de las muestras.

Entre otros marcadores de células endoteliales que
permiten la identificacién de vasos sanguineos, el anti-
cuerpo monoclonal anti-CD34 ha resultado ventajoso en
los estudios de angiogénesis en los tumores sélidos (28,
29). En nuestra experiencia su utilizacién resulté éptima
contrastiandolo con verde metilo de esta forma se visua-
lizan adecuadamente los vasos sanguineos y se obtienen
imdgenes digitalizadas con calidad que facilitan la reali-
zacién v precision del estudio morfométrico.

En; conclusién, en la muestra estudiada se comprue-
ba un desarrollo diferente de la angiogénesis en los gru-
pos analizados con un mayor grado de neovasculariza-
cién en el grupo de sarcomas fusocelulares de los tejidos
blandos y hueso. Se infiere el posible valor prondstico
que pudiera tener la cuantificacién de la angiogénesis en
estas lesiones. Se constata la utilidad del anticuerpo
monoclonal anti-CD34 contrastado con verde metilo pa-
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ra el marcado de las células endoteliales, facilitando la
identificacién de los vasos sanguineos y la realizacién
del estudio morfométrico preciso.
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