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Expresion del factor de crecimiento endotelial vascular y de su
receptor KDR en carcinomas papilares de tiroides con invasion
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RESUMEN

Antecedentes: la angiogénesis es importante para el crecimiento y desarrollo tumoral, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
es el que tiene mayor participacion en la neoformacion vascular. Su incremento en la expresion se asocia con progresion tumoral y mal
prondstico en diversos tipos de tumores malignos.

Objetivo: evaluar la expresion de VEGF-Ay su receptor KDR (VEGFR-2/Flk-1) en carcinomas papilares de tiroides mayores y menores
a 10 mm, con y sin extension extracapsular.

Pacientes y métodos: la expresion de VEGF-A y KDR se estudié por inmunohistoquimica, con la técnica de microarreglos tisulares, en
62 pacientes con carcinoma papilar con y sin extension extratiroidea, mayores y menores a 10 mm. La positividad del VEGF-A y KDR fue
predominantemente citoplasmatica, la intensidad se evalud en (-), (+) y (++).

Resultados: la expresion del VEGF-A fue similar en carcinomas con y sin extension extratiroidea; no se encontré significancia estadis-
tica entre éstos y el tamafio tumoral, pero se observd mayor intensidad en el carcinoma con extension tisular mayor de 10 mm. En KDR
la expresion ocurrid6 con mayor frecuencia en los carcinomas sin extension extratiroidea menores de 10 mm, aunque la intensidad fue
semejante en ambos grupos y también con respecto al tamafio tumoral.

Conclusiones: la intensidad del VEGF-A en la expresion de las células tumorales fue mayor en pacientes con carcinoma papilar con
extension extratiroidea mayor de 10 mm, mientras que la intensidad de expresién en KDR fue semejante entre ambos grupos. Estos
hallazgos suponen que la sobreexpresion del VEGF-A, pero no la de KDR, se relaciona con invasién extracapsular y, por tanto, con un
posible mal pronéstico.
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ABSTRACT

Abstarct: Angiogenesis is an important event for the tumoral growth and progression. The vascular endothelial growth factor (VEGF) is the
most important factor in the vascular neoformation, and the increase on its expression is associated with tumoral progression and worse
prognosis in many different malignant tumors.

Objective: To evaluate the expression of VEGF-A and its receptor KDR/VEGF-2 in papillary thyroid carcinoma (CPT) larger and smaller
than 10mm, with and without extracapsular extension (CPT-E and CPT-NE).

Methods: The expression of VEGF-A and KDR was studied with tissular microarray (TMA) in 62 cases of CPT-E and CPT-NE larger and
smaller than 10mm. The positivity of VEGF-A and KDR was predominantly citoplasmatic, and it was evaluated in (-), (+), and (++).
Results: The expression of VEGF-A was very similar in CPT-E and CPT-NE with no statistical significance between tumoral size and bet-
ween CPT-E and CPT-NE, but the expression intensity was harder for CPT-E >10mm, while the expression of KDR was more frequently
observed in CPT-NE <10mm, the intensity was similar for both groups and sizes.

Conclusion: The results obtained correlate with the results publicated before, nevertheless, there are no publicated studies related with
extracapsular extension and correlating VEGF-A and KDR. The intensity of the expression of VEGF-A was harder in CPT-E >10mm, while
the expression intensity of KDR was similar between both groups concluding that the overexpression of VEGF-A, not the same for KDR,
may be related to the extracapsular invasion, and because of that represents a worse prognosis.
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| carcinoma papilar de tiroides es la neopla-

sia mas frecuente de dicha glandula; afecta

comunmente a las mujeres, se clasifica entre

los carcinomas bien diferenciados y, aunque
con frecuencia evoluciona a metastasis ganglionares, se
considera una neoplasia de bajo grado; la mayor parte de
las veces tiene curso indolente. El carcinoma papilar de
tiroides tiene caracteristicas clinicopatoldgicas que pue-
den modificar el curso de la enfermedad.! Por ejemplo, el
carcinoma papilar sin extension extratiroidea, en conjunto
con otras caracteristicas, como: pacientes menores de 45
afios de edad, tamafio tumoral < 3 cm y variantes histolo-
gicas encapsulada, folicular, oncocitica, entre otras, son
factores que favorecen un buen prondstico.'? Sin embargo,
el carcinoma papilar con invasion extracapsular suele
relacionarse con altas recurrencias, y se asocia con otros
factores de mal prondstico, como: edad mayor de 45 afios,
género masculino, tamafio mayor de 4 cm y metéstasis a
distancia.'? Ademas, debe considerarse que la invasion
vascular y linfatica, angiogénesis, proliferacion celular,
desprendimiento de células neoplasicas y variedades
histologicas columnares de células altas y esclerosante
difusa son caracteristicas de mal prondstico, asociadas
con progresion de la enfermedad, recurrencias e incluso
la muerte.>*

En la proliferacion celular, la angiogénesis, el tamafio
tumoral, la extension extratiroidea y el desprendimiento
de células neoplasicas participan diversas moléculas de
adhesion y factores de crecimiento. Algunos de éstos
pueden estimular la angiogénesis y estar estrechamente
relacionados con la implantacidén, el crecimiento y el
desarrollo tumoral. Esta caracteristica se debe a que las
células tumorales secretan diversos tipos de factores de
crecimiento que participan en la angiogénesis (B-FGF,
PDGF, EGF, TNF, VEGF, angiogenina, entre otros), ne-
cesarios para el desarrollo y crecimiento tumoral.’®

Entre los diversos factores de crecimiento, el endo-
telial vascular (VEGF) tiene mayor participacion en la
angiogénesis, debido a su alta especificidad para células
endoteliales, actiia como estimulante de la angiogénesis,
estimula la regeneracion endotelial, la formacidn de vasos
sanguineos, incrementa la permeabilidad vascular, induce
la produccién de proteinas antiapoptdsicas y participa en
la degradacion de la matriz extracelular.”!" La respuesta
del VEGF es mediada por receptores tirosina-cinasa,
principalmente KDR (por sus siglas en inglés: kinase

insert domain receptor) y Flt-1 (fms-related tyrosine
kinase 1), que funcionan como reguladores en su expre-
sion. El receptor KDR participa como mediador en la
mitogénesis, en la supervivencia de células endoteliales,
permeabilidad microvascular, angiogénesis y ensamblaje
de canales vasculares,'*!> mientras que el receptor Flt-1
funciona como regulador negativo para la retencion del
VEGTF, previniendo la interaccion con el KDR e inducien-
do cambios en la morfologia de las células endoteliales y
hematopoyéticas.’ !

El factor de crecimiento endotelial vascular es fun-
damental para la organogénesis de la glandula tiroides:
es secretado por células foliculares, probablemente en
respuesta a la hormona estimulante de la tiroides y tiene
expresion minima en el tejido tiroideo sano; sin embargo,
en pacientes con carcinomas de tiroides, el VEGF se ve
sobreexpresado, quiza por alguna induccion debido a
hipoxia, deficiencia de p53, mutaciones de los oncogenes
RAS y BRAF, y a estimulos autocrinos y paracrinos de
células tumorales.'®

El objetivo de este estudio es determinar la expresion
inmunohistoquimica del factor de crecimiento endotelial
vascular y el receptor KDR (VEGFR-2/Flk-1) mediante
microarreglos tisulares en pacientes con carcinoma pa-
pilar de tiroides, con y sin invasioén extracapsular, para
identificarlos como posibles mediadores en la invasion
extracapsular y evolucion tumoral.

PACIENTES Y METODOS

Se estudiaron 62 casos de carcinoma papilar de tiroides,
tratados en el Instituto Nacional de Cancerologia entre los
afios 2000 y 2005. Se evaluaron las variables demograficas
de edad (pacientes menores o mayores de 45 afios), género
y tamafio tumoral (menor o mayor de 10 mm).

El material de patologia, incluidas las laminillas y los
bloques de parafina, se extrajo de los archivos de dicho
servicio; 40 casos correspondieron a carcinoma papilar
con extension extratiroidea y 22 a carcinoma papilar sin
extension extratiroidea. Todas las muestras obtenidas se
reevaluaron por dos diferentes patdlogos con experiencia
(Dominguez Malagon y Mosqueda Taylor), para confir-
mar el diagnostico de acuerdo con la tltima revision de
la OMS."

Los microarreglos tisulares se realizaron segtn el
método de Pan y colaboradores:'® se elaboran cortes de 4
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mm de didmetro de las zonas representativas de cada caso;
cada muestra se obtuvo de areas de invasion extracapsular
(pacientes con carcinoma con extension extratiroidea), y de
areas hipercelulares y cercanas a la capsula (pacientes con
carcinoma sin extension extratiroidea). Para los estudios
de inmunohistoquimica, cada bloque de microarreglos
tisulares se corté a 2 um de grosor y se colocd en lami-
nillas tratadas con poli-lisina; posteriormente, se secaron
a temperatura ambiente durante la noche. Después de la
desparafinizacion y rehidratacion, cada corte fue tratado
con 0.1 M de citrato de sodio (pH 6.2), para desenmasca-
rar los epitopes. La peroxidasa endogena se bloqued con
0.9% de peroxido de hidrogeno; posteriormente, se incubd
en PBS con 1% de suero bovino durante cinco minutos,
para eliminar los ligandos no especificos. Se utilizo el an-
ticuerpo policlonal anti-VEGF-A (clone Z-CVF3, Zymed
Laboratories Inc. Dilution 1:50) y el monoclonal anti-KDR
(clone KDR-1, Sigma Chemical Corporation. Dilution
1:25). Las laminillas se incubaron durante 45 minutos
con el anticuerpo primario, y después durante 30 minutos
con anticuerpos biotinizados antirratdn/anticonejo y con
el complejo estreptavidina/peroxidasa (LSAB + Labeled
streptavidin-Biotin, Dako Corporation, Carpinteria, Cali-
fornia, Estados Unidos), respectivamente.

Para visualizar la reaccion se utilizé el sustrato 3,3 "-dia-
minobencidina- H,0 (Dako Corporation, Carpinteria
California, Estados Unidos). Las laminillas fueron con-
tratefiidas con solucion de hematoxilina de Mayer. En los
controles negativos, el anticuerpo primario se reemplazé
por PBS. Posteriormente, cada microarreglo tisular se
evaluo de manera independiente, con microscopia de luz
por tres diferentes patdlogos, sin acceso a informacion
clinica. Cuando la opinién de los tres evaluadores diferia,
se llegaba a un acuerdo por consenso.

Cuantificaciéon de la inmunoexpresion en células tu-
morales

La expresion del VEGF-A y KDR en células tumorales
se calculé con un microscopio de luz (objetivos de 10x y
40x, marca Olympus CX-31), tomando fotografias con una
camara digital (Olympus C-7070); las fotomicrografias se
obtuvieron de la interfase tumor-estroma. La expresion
del VEGF y KDR fue predominantemente citoplasmatica
y su intensidad se evalu6é de manera arbitraria, mediante
la escala modificada de Gétte y su grupo.'® Las muestras
con inmunoexpresion de moderada a intensa (+y ++) se

clasificaron positivas y las que tuvieron expresion débil
o ausente (-) se definieron como negativas.

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizaron las pruebas del
cuadrado de Pearson y exacta de Fisher, con la finalidad
de obtener los valores esperados. Las pruebas de Mann-
Whitney (U-tesf) y Kurskal Wallis se efectuaron para
identificar las diferencias entre el carcinoma papilar con
y sin extension extratiroidea. Los resultados se conside-
raron significativos con p < 0.05. Los datos se tabularon
y analizaron con el paquete estadistico SPSS 12.0 (SPSS
Professional Statistics, SPSS Inc., IL, Estados Unidos).

RESULTADOS

De los 62 casos, se registraron 14 hombres (22.5%) y 48
mujeres (77.5%), con edad media de 45.4 + 14.7 afios
(limites de 17 a 76). Entre éstos, 40 tuvieron carcinoma
papilar con extension extratiroidea y 22 sin extension
extratiroidea. La edad promedio para carcinoma con ex-
tension fue de 45.05 £ 14.52 y sin extension de 46 £ 15.41.
La media del tamafio tumoral en pacientes con extension
extratiroidea fue de 3.85 + 2.63 cm y sin ésta, de 2.74 +
2.29 cm (p = 0.048).

No se encontro asociacion significativa entre edad, gé-
nero y expresion del VEGF y KDR para ambos grupos.

Expresion del VEGF-A y KDR en pacientes con carci-
noma papilar de tiroides

El VEGF-A tuvo inmunorreaccion en 30/40 (75%) casos
con carcinoma papilar con extension extratiroidea, equi-
parable a la encontrada en 17/22 (77.2%) pacientes sin
extension. No se encontrd asociacion significativa en la
expresion del VEGF-Ay el tamafio tumoral entre ambos
grupos (cuadro 1; figuras 1y 2, ay c).

El KDR mostré inmunorreaccion en 27/40 (67.5%)
casos de carcinoma con extension extratiroidea versus
19/22 (86.3%) sin ésta (p < 0.05).

Con respecto al tamafio tumoral, los carcinomas pa-
pilares con extension extratiroidea mayores de 10 mm
mostraron expresion en 18/30 (60%) casos contra 9/10
(90%) en los menores de 10 mm (p < 0.05 vs tamafio
tumoral). En pacientes con carcinoma sin extension ex-
tratiroidea, la expresion en tumores mayores de 10 mm se
observé en 9/11 (81.8%) casos y en menores de 10 mm,
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en 10/11 (90.9%) [p < 0.005 vs tamafio tumoral, cuadro
1; figuras 1 y 2, by d].

DISCUSION

La sobreexpresion del VEGF en la glandula tiroides se aso-
cia con diversos tipos de neoplasias, benignas y malignas,?
y con elevada expresion de la proteina y sus receptores,
principalmente el KDR. Ademas, estan relacionados con
mayor riesgo de recurrencia y metastasis, participando
de manera importante en el mantenimiento tumoral y en
la transicién de carcinomas bien diferenciados y poco
diferenciados.'

En este estudio se observé la expresion del VEGF en
pacientes con carcinoma papilar con y sin extension ex-
tratiroidea, con inmunorreaccion en el citoplasma de las
células tumorales de ambos tipos de carcinoma. Sin em-
bargo, no se encontrd significancia estadistica con respecto
al tamafio tumoral (figuras 1y 2), lo que puede justificarse
porque el VEGF comienza a sobreexpresarse cuando las
neoplasias sobrepasan 2 mm de longitud;*' quiza por esa
caracteristica no hubo relacion entre el tamafio tumoral y

la expresion de VEGF. Aunque no fue estadisticamente
significativo, se encontré mayor intensidad (++) en el cito-
plasma de células tumorales de carcinomas con extension
extratiroidea, que en el citoplasma de células tumorales
sin ésta (cuadro 1; figuras 3 y 4), lo que puede sugerir que
la sobreexpresion del VEGF se relaciona con invasion
extracapsular, independientemente del tamafio tumoral.
Estos hallazgos coinciden con lo publicado por Lennard
y colaboradores,” que aunque no evaluaron la invasion
extracapsular, encontraron mayor intensidad en la expre-
sidon del VEGF en carcinomas papilares de tiroides con
caracteristicas clinicas e histologicas de mal pronostico,
que en los de mejor prondstico. Los resultados obtenidos
con el receptor KDR fueron distintos a los obtenidos con
el VEGF. Se encontrd significancia estadistica en relacion
con el tamafio tumoral y se expres6 con mayor frecuencia
en pacientes con carcinoma si extension extratiroidea me-
nor de 10 mm; la intensidad (++) en la inmunorreaccion
del citoplasma fue similar en los carcinomas con y sin
extension extratiroidea, menores y mayores de 10 mm
(cuadro 1 y figura 5). Jebreel y su grupo? reportan que
la expresion de KDR ocurre en pacientes con neoplasias

Cuadro 1. Expresion de VEGF y KDR en carcinoma papilar de tiroides

Carcinoma papilar de tiroides con extension extracapsular

<10 mm
>10 mm
Total

Carcinoma papilar de tiroides sin extensién extracapsular

<10 mm
>10 mm
Total

Carcinoma papilar de tiroides con extension extracapsular

<10 mm?
>10 mm?
Total®

Carcinoma papilar de tiroides sin extensién extracapsular

<10 mm¢
> 10 mme
Total®

Expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

¢ *) (*++) Total
2 3 5 10
8 8 14 30
10 13 17 40
2 7 2 11
3 5 3 11
5 12 5 22

Expresion del receptor KDR

1 3 6 10
12 8 10 30
13 1 16 40
1 4 6 1
2 6 3 1
3 10 9 22

2 KDR: p < 0.05 (++,+ vs -). ® KDR: p < 0.05 (++,+ vs -). ° KDR: p < 0.005 (++,+ vs -).
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Figura 1. Expresion del VEGF-A y KDR en células epiteliales
neoplasicas. (a) VEGF-A, carcinoma papailar con extensién extrati-
roidea, mayor de 10 mm, positivo (++). (b) KDR, carcinoma papilar
con extension extratiroidea, mayor de 10 mm positivo (+). (c) Ex-
presion del VEGF-A, carcinoma papilar sin extension extratiroidea,
mayor de 10 mm, positivo (+). (d) Expresién de KDR, carcinoma
papilar sin extension extratiroidea, mayor de 10 mm, positivo (+).

el o

Figura 2. Expresion de VEGF-Ay KDR en células epiteliales neopla-
sicas. (a) VEGF-A, carcinoma papilar con extension extratiroidea,
menor de 10 mm, positivo (++). (b) KDR, carcinoma papilar con
extension extratiroidea, menor de 10 mm positivo (+). (c) Expresion
de VEGF-A, carcinoma papilar sin extension extratiroidea, menor
de 10 mm, positivo (+). (d) Expresién de KDR, carcinoma papilar
sin extensioén extratiroidea, menor de 10 mm, positivo (+).

benignas y malignas, y sugieren que puede ser indepen-
diente de la expresion del VEGF.

CONCLUSION

Se observo mayor intensidad (++) en la expresion del
VEGF de pacientes con carcinoma papilar de tiroides con

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
% 25 -
20 -
15
10 4
5 - |
) *) (

(_

++)

[0 CPT-E<10mm ®mCPT-E > 10 mm

Figura 3. Expresién de VEGF-A en carcinomas papilares con
extension extratiroidea (CPT-E) mayores y menores a 10 mm. Ob-
sérvese la intensidad (++) en comparacion con carcinoma papilar
sin extension extratiroidea.

) (+) (++)
CPT-NE <10 mm m CPT-NE > 10 mm

Figura 4. Expresién de VEGF-A en carcinomas papilares sin
extension extratiroidea mayores y menores a 10 mm. Obsérvese
la intensidad (++) en comparacion con carcinoma papilar con
extension extratiroidea.

extension extratiroidea mayor de 10 mm, en comparacion
con la expresion de KDR, cuya intensidad (++) fue similar
en carcinomas con y sin extension extratiroidea, mayores
y menores de 10 mm, respectivamente. Por tanto, se su-
giere que la expresion de KDR puede ocurrir de manera
constante y ser independiente a la expresion del VEGF y
quizas KDR no se relacione con invasion extracapsular.
Mientras que la expresion del VEGF aumenta conforme al
tamaflo y progresion tumoral, se observa mayor intensidad
en pacientes con carcinoma papilar de tiroides de peor pro-

208 Patologia Revista latinoamericana Volumen 47, nim. 3, julio-septiembre, 2009



Expresion del factor de crecimiento endotelial vascular y de su receptor KDR

60 -
50 -
401 _
o, 301 )
20 1
10 A L
ok M I— — — v
o o R o R R
< < R 0?@\@

() W (+) 0(++)

Figura 5. Expresiéon de KDR en carcinomas papilares con (CPT-E)
y sin extension extratiroidea (CPT-NE), mayores y menores a 10
mm. Obsérvese la intensidad (++) en los carcinomas papilares sin
extension extratiroidea menores a 10 mm.

nostico, incluidos quienes tienen invasion extracapsular;
por tanto, la expresion del VEGF puede ser independiente
de la expresion de KDR y el aumento en la expresion de
VEGEF probablemente participe en la invasion extracap-
sular de dichos carcinomas.
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