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RESUMEN. Antecedentes: El factor endotelial de crecimiento vascular (VEGF) y su receptor celular VEGFR-2 ya han sido implicados en la
via endotelial principal necesaria para la neovascularizacion tumoral. Atn asi, la importancia del sistema VEGF/VEGFR-2 en angiogenesis en
tumores hematol6gicos como la leucemia mieloide aguda (LMA) no ha sido dilucidado. Pacientes y métodos: Evaluacion de 32 pacientes con
diagndstico nuevo y no tratado de LMA, mediante inmunohistoquimica de biopsias de médula osea, se hizo comparacion con 10 pacientes
control. Resultados: La expresion de VEGF y VEGFR-2 fue significantemente mayor en pacientes con mayor grado de densidad microvascular
comparado con aquellos con bajo grado (VEGF: p= 0.024; VEGFR-2: p= 0.040) y también mayor que en los controles (P>0.001), mostrando
correlacion con la densidad microvascular de médula osea. Los pacientes que alcanzaron una remision completa después de quimioterapia
mostraron niveles bajos normales de VEGFR-2. Conclusion: Se encontrd evidencia sobre la aumentada expresion de VEGFIVEGFR-2 en blas-
tos leucémicos, asi como la correlacion con angiogenesis de pacientes con LMA. Esto sugiere que el sistema VEGF/VEGFR-2 puede ser utili-
zado como objetivo prometedor en las estrategias de terapia antiangiogénica y antileucémica en LMA. Rev Med Hondur 2010;78(3):113-168.
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La angiogenesis, un proceso complejo en el cual nuevos mi-
crovasos se forman a partir de los vasos preexistentes es un re-
querimiento absoluto para la viabilidad y crecimiento de tumores
solidos.* La informacién reciente sugiere el involucramiento de
angiogenesis en la fisiopatologia de las senfermedades tumorales
hematol6gicas. Recientemente varios autores hemos reportado un
aumento de la angiogenesis en la médula osea de pacientes con
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) %y la normalizacion de la densi-
dad microvascular en la médula osea en pacientes que alcanzaron
una Remision Completa (CR) después de quimioterapia. De similar
forma, el aumento de la densidad microvascular de la médula osea
ha sido descrita en pacientes con Sindrome Mielodisplasico (MDS)
y Mieloma Multiple*” asi como la Leucemia Linfocitica en nifios y
Leucemia Linfocitica de Células B en adultos &°y mas recientemen-
te el Linfoma no-Hodgkin (NHL).X°

La angiogenesis tumoral depende de la expresion de media-
dores especificos que inician la cascada de eventos que guian a la
formacion de nuevos microvasos.™ Entre estos el Factor Endotelial
de Crecimiento Vascular (VEGF) juega un rol importante en la in-
duccion de la neovascularizacion de tumores sdlidos.? Se sugiere
también que niveles elevados de VEGF contribuyen al prondstico
adverso de pacientes al promover el crecimiento celular, la sobrevi-
da 'y migracion de células leucémicas asi como reduciendo la sensi-
bilidad de las células leucémicas a agentes inductores terapedticos
B3, La expresion de VEGF esta asociada con angiogénesis, la agre-
sividad tumoral o pronéstico pobre en variados tumores humanos
incluyendo mama, intestino, pulman, estémago, rifién y cancer oro-
faringeo. %
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El VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (FIk-1/KDR), Receptor 1y 2
del Factor Endotelial de Crecimiento Vascular, son los 2 principales
receptores en la via de la tirosin quinasa que median los efectos bio-
l6gicos varios del VEGF.*2 Estudios en homocigotos genéticamente
alterados sugiere que la expresion de VEGFR-2 es importante para
la vasculogénesis y angiogénesis mientras VEGFR-1 podria jugar
un rol mas en la remodelacion vascular 2?2, Mas aun, blogueando
la recepcion del VEGFR-2 resulté en inhibicion del crecimiento y
metastasis tumoral en modelos con animales®% y el crecimiento
del Glioblastoma fue inhibido en ratones negativamente dominantes
para VEGFR-2.%

Por otro lado ya hay datos recientes que sugieren un impor-
tante rol del VEGF en tumores hematoldgicos. Ha sido demostrado
que muchas de las lineas celulares leucémicas humanas expresan
VEGF.#% Se ha encontrado que los blastos de la LMA y las células
B de la Leucemia Linfocitica Cronica aislados producen y secre-
tan VEGF.#% Un reciente estudio ha mostrado que la expresion
de VEGF esté restringida a mieloblastos y elementos mieloides in-
maduros en subtipos de MDS® y el VEGF ha sido encontrado en
rangos elevados en pacientes con mielofibrosis idiopatica.

Mas aun, en una serie de 99 pacientes nuevos diagnostica-
dos con LMA, Aguayo et al*®2 encontraron que el aumento celular de
VEGF es un factor independiente de mal prondstico en pacientes con
LMA. El VEGF del tipo C es otro miembro de la familia de los facto-
res de crecimiento vascular endotelial que es expresado por blastos
leucémicos en una proporcion significante de pacientes con LMA.%

En el pasado se pensd que el VEGFR-2 era expresado ex-
clusivamente por células endoteliales adultas, pero se ha demos-
trado recientemente que el VEGFR-2 esta presente en subseries
de células hematoldgicas pluripotenciales primitivas,* asi como en
algunas lineas celulares leucémicas y blastos aislados de pacientes
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con LMA 22336 En contraste, Bellamy et al* no pudieron detectar
la expresion de VEGFR-2 en blastos de LMA desarrollando inmuno-
histoquimica en biopsias de coagulos de médula 6sea. Entonces, el
rol de la expresion de VEGFR-2 en LMA sigue siendo controvertido.

El objetivo de nuestro estudio fue determinar la expresion de
VEGF/receptores-VEGF y su relacion con la angiogénesis en la
meédula 6sea de pacientes adultos nuevos, diagnosticados y no tra-
tados por LMA. Ademas, evaluamos la expresion de VEGF y sus
dos receptores en la médula dsea de pacientes después de recibir
quimioterapia.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se seleccion6 al azar a 32 de 62 pacientes con diagndstico
nuevo de LMA no tratada diagnosticada en la Klinikum Ludenscheid
de Alemania. En dichos pacientes, el grado de angiogénesis de la
médula 6sea al momento de presentacion ya fue publicado previa-
mente.® Su rango de edad fue de 21 a 78 afios. Se utilizé las mues-
tras de médula dsea de dichos pacientes. Se tomd un subgrupo re-
presentativo del grupo original de 62 pacientes, haciendo la eleccion
al azar ajustada a la frecuencia de distribucién de los subtipos de
LMA mas comunes de acuerdo a la definicién del Grupo Cooperativo
Francés-Americano-Inglés (FAB).*’. Debido a la poca frecuencia de
los tipos MO, M3y M6 en el grupo original FAB, los mismos fueron
excluidos de la eleccion para evitar sesgos potenciales.

Se utilizd las muestras de 10 controles no seleccionados que
fueron tomados de un grupo original de 22 pacientes quienes han
sido analizados previamente respecto la densidad microvascular en
la médula osea.® Estos controles consistieron en pacientes adultos
de 17 a 77 afios con diferentes enfermedades previamente diag-
nosticadas pero con morfologia medular ésea normal, demostrada
por citologia y analisis histoldgico. De todos los pacientes con LMA
y los controles se obtuvo una biopsia de médula dsea (cresta iliaca)
para diagndstico histologico en el dia de presentacion (dia 0). Del
subgrupo de 8 pacientes con LMA, se obtuvo hiopsias adicionales
en el dia 16 después de la quimioterapia de induccion (médula osea
hipoplasica) y al momento de la remision completa. Después de
cada hiopsia, se obtuvo un aspirado de médula 6sea través de pun-
ciones separadas con fines de andlisis citoldgicos.

Los resultados de la expresion del VEGF los pacientes fueron
comparados con el grado de expresion en biopsias de médula 6sea
de 10 pacientes con otras enfermedades variadas que tenian una
médula 6sea de morfologia normal. No se us6 como control tejidos
que fueran de pacientes con diagndstico de linfoma no Hodgkin o
carcinoma de rifion.

Tincion inmunohistoquimica

Las muestras de médula osea fueron fijadas en paraformal-
dehido, decalcificadas con EDTA e impregnadas en parafina. Se
estudiaron inmunohistoquimicamente cortes seriados (4-um-grosor)
de cada muestra para determinar la expresion del VEGF y sus re-
ceptores mediante anticuerpos de conejo policlonales anti-human
VEGF. La coloracion de inmunohistoquimica fue realizada con la
técnica alcalina fosfatasa / antialcalina fosfatasa en doble puente.
Los cortes de tejido fueron desparafinados en xilol y rehidratados
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en una serie de etanol graduado. Las muestras fueron pretratadas
para promover la recaptacion antigénica en un microondas a 400W,
2 veces por 7 minutos en 10 mmol/l citrato sédico, pH 6.0. Los an-
ticuerpos primarios fueron agregados durante la noche a 4 grados
centigrados. Los pasos subsiguientes fueron realizados de acuer-
do a las instrucciones de manofactura (Dako). El substrato fast red
(Dako) suplementado con levamisol fue utilizado para revelar al ac-
tividad de la fosfatasa.

Como se publico previamente, los cortes adjacentes de cada
una de las muestras de médula dsea procesadas en este estudio
fueron previamente tefiidas inmunohistoquimicamente con mar-
cadores especificos de las células endoteliales (Factor Antihu-
mano de Von Willebrand y anticuerpos anti-human trombomodu-
lina) para el andlisis de densidad microvascular (siglas en inglés,
MVD).2. La media de MVD en los 32 pacientes LMA fue de 22.4
(LQ-HQ: 19.2-28.8) microvasos/500x (aumento) y 12.2 (10.6-14.3)
microvasos/500x en los diez pacientes control respectivamente. La
MVD corresponde al nimero promedio de microvasos contados en
los campos de aumento 500x usando microscopio de luz .

Andlisis de expresion de VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2

La coloracién inmunolégica fue realizada simultaneamente por
dos investigadores experimentados usando microscopia de luz. Los
investigadores actuaron en ciego respecto de las caracteristicas cli-
nicas de los pacientes y conteo de los vasos microscopicos en la
médula osea al realizar la evaluacion del factor de crecimiento. La
expresion de las proteinas VEGF, VEGFR-1y VEGFR-2 fue evalua-
da en forma semicuantitativa valorando la proporcién e intensidad
de las células tefiidas de acuerdo a métodos publicados, con las
modificaciones apropiadas.t”%%

Primero, se hizo escaneo todo el corte de la médula 6sea en
aumentos de 100x y 250x y del porcentage de células positivas te-
fidas con cada anticuerpo especifico dentro de areas celulares fue
estimado de acuerdo a una escala de 3 grados (1= < 10 % células
positivas, 2= 10-50 % células positivas, 3 = > 50 % de células po-
sitivas). Subsiguientemente, la intensidad de la tincién positiva fue
evaluada en 3 campos representativos de 500x seleccionados en
cada corte después del estudio inicial en aumentos de 100x y 250x.
El grado de intensidad de la tincion celular dentro de los campos fue
definido de la siguiente manera : 1 = muy escaso 0 negativo, 2 = <
50 % células con tincion moderada, 3 = > 50 % células con tincion
moderada, 4 = < 50 % células con tincién intensa, 5 = > 50 % células
con tincion intensa.

Los resultados fueron expresados como unidades arbitrarias
(AU). En cada muestra de las hiopsias, la expresion de VEGF, VE-
GFR-1, VEGFR-2 fueron evaluadas en dos a tres cortes, procesa-
dos y evaluados por inmunohistoquimica en forma independiente y
calculando el valor medio. Evaluamos la tincion solo dentro del area
celular como ya previamente descrito para el conteo de microvasos
en la médula 6sea, ya que las areas no celulares (tejido 6seo, gra-
so, areas de tejido conectivo y areas de necrosis) carecen de mi-
crovasos, 1o que podria entorpecer los resultados y la comparacion
entre VEGF y sus receptores y el grado de angiogenesis en mues-
tras de médula. Las areas de tincién adjacente al hueso o tejido
conectivo denso fueron excluidas, debido a que la vascularizacion
no es representativa de angiogénesis en estas areas.’
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Cuantificacién de la infiltracién de blastos leucémicos y los cri-
terios de respuesta a la quimioterapia

Se realiz6 andlisis cuantitativos de la infiltracidn de blastos leu-
cémicos en aspirados de médula dsea en andlisis citologicos de
rutina descritos por el gruo colaborativo FAB.®" La remision com-
pleta fue definida como la médula dsea con hematopoyesis normal
de todas las lineas celulares con menos de 5 % células blasticas
y conteos celulares periféricos como minimo 1500 neutrofilos/pl y
100,000 plaquetas/pl.%

Andlisis de datos

Los datos se presentan como grupos individuales o como me-
diana, rangos intercuartiles (low quartile-high quartile (LQ-HQ)). La
diferencia en la expresion de VEGF, VEGFR-1, 6 VEGFR-2 entre
grupos LMA y control, asi como entre pacientes LMA con densidad
microvascular alta y baja fueron analizados con el test de Mann-
Whitney Rank Sum, para grupos independientes.®#:42 E| test Wil-
coxon fue utilizado para comparar la expresion de proteina en la
meédula dsea de pacientes individuales al momento del diagndstico
y después de la quimioterapia de induccion. Dos valores de P me-
nores de 0.05 fueron considerados significativos, se utilizé correc-
ciones para el numero de comparaciones (Bonferroni test) cuando
fueron requeridas (datos totales no mostrados).

Aspectos éticos

Todos los pacientes fueron previamente informados sobre el
estudio. Se cumplié con todas las regulaciones éticas alemanas
para este proyecto.

RESULTADOS

Las caracteristicas de los pacientes y los controles se des-
criben en el Cuadro 1. El antigeno de VEGF fue consistentemente
detectado en cada muestra de médula 6sea de pacientes con LMA,
asi como en los pacientes control. Las areas de tincion positiva
homogénea para VEGF estaban ampliamente distribuidas en las
regiones celulares de las muestras de médula dsea de pacientes
con LMA al dia de presentacion. Treinta pacientes mostraron exten-
siva tincion para VEGF, mientras que solo dos pacientes mostraron
areas limitadas para tinciones de VEGF. En los casos con linfoma

Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes con LMA y los pacientes control estu-
diados.

Pacientes con LMA Pacientes control

(n=32) (n=10)
Edad (afios)® 64 (21-78) 54 (17-77)
Sexo (masculino/femenino) 18/14 713

FAB (distribucion®) 5M1, 13 M2, 6 M4, 8 M5

% blastos leucémicos® 83 % (50-90)

(médula osea)

Enfermedad Linfoma no Hodgkin, n=1
Carcinoma renal, n=1
Enfermedad no maligna,

n=8

aMediana (rango)
°French-American-British classification for AML"
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no Hodgkin y carcinoma de rifion, la médula dsea no se encontr6
involucrada histolégicamente (Cuadro 1).

La tincion proteica del VEGF de las 32 muestras de médula
Osea de paciente LMA alcanz6 un rango de 1.1 a 9.0 AU con un va-
lor medio de 4.2 Unidades Arbitrarias (AU) (LQ-HQ : 3.1-6.1), mien-
tras las muestras en pacientes control (n=10) mostraron tinciones
de la proteina VEGF significantemente débil (media, LQ-HQ : 2.9,
2.5-3.3 AU ; Mann-Whitney test, p=0.01).

La médula 6sea de pacientes con LMA se tifid positivamente
para el receptor de membrana celular asociado tirosinquinasa VE-
GFR-1y VEGFR-2. Sin embargo, la intensidad de la tincion para
VEGFR-1 y VEGFR-2 fue diferente. Nueve pacientes (28 %) pre-
sentaron una tincion muy leve o negativa para VEGFR-1 (rango <
1.5 AU). En contraste 31 de 32 pacientes presentaron una tincion
fuerte y solo un paciente presenté una tincion débil para VEGFR-2
(rango 1.4 AU). La tincion positiva para VEGFR-2 fue citoplasmé-
tica y con acentuacion de la membrana. La expresion de proteina
VEGFR-1 present6 una distribucion heterogenea dentro del area
celular en los cortes de médula con un patrén de tincion celular si-
milar a los controles. Un patron de tincién diferente se observo para
VEGFR-2, positiva, en forma uniforme y ampliamente distribuida a
través de la region celular en los cortes de médula de pacientes con
LMA. En general, se observd mas area con tincidn positiva para
VEGFR-2 que para VEGFR-1.

Congruentemente, la expresion de proteina VEGFR-1 en la
médula 6sea de pacientes AML mostr6 rangos de tincion leves (me-
dia, (LQ-HQ) : 1.8 (1.4-2.7) AU) sin variacién significante respecto
de los resultados mostrados por las muestras control 2.7 (1.6-3.6)
AU; Mann-Whitney test, p = 0.224). En contraste, los cortes de
médula dsea de pacientes con LMA mostrd rangos significativa-
mente elevados para VEGFR-2 respecto del grupo control (media
(LQ-HQ):AML, 3.8 (2.3.6.3) AU; controles, 1.8 (1.3-1.9) AU ; Mann-
Whitney test (p< 0.001).

La médula 6sea de los pacientes con LMA mostrd frecuen-
temente alta infiltracion por células blésticas. El porcentaje medio
(LQ-HQ) de blastos fue de 83 % (50-90 cel.). Asi, la proteina de
VEGF vy sus receptores fueron detectada en forma consistente en
los blastos leucémicos de las muestras de médula 6sea. Los rangos
medios de tincion (LQ-HQ) para VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2 en
relacion a los subtipos LMA-FAB se muestran en el Cuadro 2. Los
andlisis estadisticos no revelaron diferencias significantes en esta
expresion del VEGF, tampoco de sus receptores entre los cuatro
subtipos de LMA considerados para andlisis.

La expresion de VEGF y VEGFR-2 en la médula 6sea mostro
estar relacionada a los rangos de densidad microvascular (MVD)
en el grupo de pacientes con LMA, asi como en toda la poblacion
del estudio (32 pacientes con LMA'y 10 pacientes control). En con-
traste, los valores medios para VEGFR-1 no mostraron diferencias
significativas entre pacientes con LMA con alta y baja MVD, tampo-
co en los pacientes control. Mas adn, se observé una correlacion
positiva de la expresion de VEGF en la médula osea con el grado de
MVD (rs = 0.566 para 32 pacientes en LMA y 10 pacientes control,
p<0.001). El conteo de microvasos también se correlaciond con los
rangos de tincion para VEGFR-2 pero no para VEGFR-1.

De los 32 pacientes con LMA investigados, 22 alcanzaron una
completa remision (CR) después de recibir quimioterapia estandar
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Cuadro 2. Grados de tincion para expresion de VEGF, VEGFR-1y VEGFR-2 segUn los subtipos de leucemia

Subtipos de leucemia mieloide aguda Casos VEGF (AU) VEGFR-1 (AU)* VEGFR-2 (AU)*
M1 5 29 (2.2-4.4) 1.4 (1.0-L5) 5.3 (4.7-5.9)
M2 13 40 (3.3-4.9) 2.7 (15-3.5) 44 (29-7.0)
M4 6 6.6 (5.7-7.0) 19 (L6-2.1) 2.7 (2.2-3.8)
M5 8 4.1 (3.75.6) 18 (15-2.2) 36 (2.34.)
Pacientes control 10 2.9 (2.5-3.3) 2.7 (1.6-3.6) 16 (1.3-1.9)

3los valores representan media y rango intercuartil de Unidades arbitrarias (AU). Andlisis de significancia para todas las diferencias entre los subtipos de LMA.

*subtipos de LMA de acuerdo a la clasificaion de French-American-British*’

de acuerdo a los protocolos AMLCG.* La expresion de VEGF o sus
receptores VEGFR-1y VEGFR-2 en la médula dsea de los pacien-
tes al dia de presentacion no mostraron diferencias significativas
respecto de los niveles de los mismos en la médula 6sea de los
pacientes que no alcanzaron una remision completa.

Para estudiar el efecto de la quimioterapia en la expresion de
VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2 se tomaron biopsias subsiguientes
de ocho pacientes AML en el dia 16 después de la quimioterapia
de induccion usando el protocolo TAD (dosis estandar de Citara-
bine, daunorubicina y 6-tioguanina)®® y al momento de alcanzar la
remision completa (Cuadro 3). Las comparaciones individuales en-
tre las biopsias tomadas en el dia 16 y al dia de presentacion (dif
0) no mostraron diferencias significativas en los rangos de tincion
de VEGF (p=0.09, Wilcoxon test). La expresion de VEGF persistio
elevada en las biopsias de médula dsea tomadas a los pacientes
después de alcanzar la remision completa.

Cuadro 3. Expresion del VEGF, VEGFR-1y VEGFR-2 en el dia de presentacion y des-
pués de la quimioterapia de induccion

Momento VEGF (AU VEGFR-1 (AU} VEGFR-2 (AU)
Dia 0 4.4 (3.2-4.9) 1.3 (1.0-13) 42 (2.4-6.9)
Dia 16 29 (26-3.9) 13 (L2-18) 13 (1.2-1.8)
Remision completa 4.4 (3.8-5.1) 2.0 (1.5-2.7) 1.3 (1.3-1.3)

(CR)

“os valores representan mediana y rangos intercuartiles de unidades arbitrarias (AU). La
diferencia en los niveles de VEGFR-1 entre las médulas dseas al diia de presentacion (dia 0) y
remision completa (CR) fueron significativos (p= 0.014; Wilcoxon test). Los niveles disminuidos
de VEGFR-2 fueron significativos al dia 16 y al momento de la remision completa comparado
con niveles al dia 0 (p= 0.009; Wilcoxon test). Nivel de significancia aceptada acorde con el
procedimiento de Bonferroni fue de p<0.025.

DISCUSION

El presente analisis inmunohistoquimico de biopsias de médu-
la 6sea ha documentado claramente la expresion elevada de VEGF
y su receptor VEGFR-2 en celulas blasticas leucémicas en pacien-
tes nuevos diagnosticados y no tratados por LMA. En la literatura
médica ya se ha reportado antes la expresion de VEGF y VEGFR-2
en células blasticas aisladas de pacientes con LMA, asi como en
lineas celulares de LMA. 2272832 Nuestro reporte demuestra un in-
cremento significante de los niveles de VEGF y VEGFR-2 in situ en
la médula 6sea de pacientes con LMA comparados con pacientes
control. Ademas, la médula osea del 70 % de los pacientes con LMA
mostré 1.5 a 6.0 folios mayor expresién de VEGFR-2 que la media
del grupo control.
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Estos datos con consistentes con evidencia publicada recien-
temente sobre la actividad angiogénica aumentada en pacientes
con LMA2#10.332 | o5 estudios existentes con tumores sdlidos en
los cuales VEGF vy su receptor celular VEGFR-2, implica a la via
endotelial como clave para la neovascularisacion tumoral.® En
contraste, hay poca informacion sobre la importancia de estos re-
ceptores angiogénicos de los factores de crecimiento endotelial en
patologia maligna hematoldgica.

Nuestros hallazgos correlacionan con reportes de proteina
VEGF elevada en blastos de LMA primario comparado con célu-
las mononucleares normales de médula,?” asi como elevacion en
plasma*y VEGF celular en pacientes con LMA comparados con pa-
cientes control.2*332, Otros estudios han demostrado que el VEGF
inhibe la apoptosis inducida por quimioterapia en células hemato-
poyéticas al inducir el factor antiapoptético MCL1,* y que el VEGF
estimula la proliferacién de células leucémicas in vitro,3 303638 yn
efecto mediado a través del VEGFR-2.% Recientemente, nuestro
grupo ha reportado la remisién estable en un paciente con LMA,
quien presentaba recaidas refractarias después de regimenes de
quimioterapia estandar. El paciente remitio al administrarle SU5416,
un inhibidor de los receptores de la tirosinquinasa que hace blanco
en el VEGFR-2 y el receptor del factor de células madre (c-kit).*

Otros estudios que aplicaron de forma similar una molécula
antiangiogénica combinada con un agente quimioterapedtico como
la Idarubicina han mostrado buenos resultados en el tratamiento
de la LMA.% EI SU5416 inhibe los receptores a través de VEGFR-1
igualmente.® Estos datos sugieren que el incremento de la expre-
sion de VEGF y sus receptores en blastos leucémicos juegan un
rol importante en la fisiopatologia de la LMA. Nosotros observamos
células positivas de VEGFR-1 en areas celulares de médula 6sea
normal. La intensidad y patrén de distribucion de las tinciones no fue
diferente en muestras de LMA. Esta observacion no parece apoyar
un rol importante del VEGF/VEGFR-1 en muestras de LMA y co-
rrelaciona con resultados en un modelo de leucemia humana, en el
cual anticuerpos monoclonales contra VEGFR-1 humano o murino
no tienen efectos en la sobrevida de los ratones.*

Los niveles de VEGF en la médula 6sea se mantuvieron eleva-
dos adn cuando nuestros pacientes alcanzaron una remision com-
pleta después de quimioterapia, en contraste con otros estudios
donde el VEGF fue encontrado disminuido en pacientes con LMA
que alcanzaron una remision completa y elevados en aquellos que
no alcanzaron la remision completa.’® Creemos que la diferencia en
los resultados se basa en factores relacionados a las células hema-
topoyéticas progenitoras, incluyendo los eritroblastos que expresan

121



F. HERRERAALEMAN

y liberan VEGF por estimulacion con citoquinas in vitro® y que han
sido identificadas como fuente principal de VEGF en médulas nor-
males.*® Estas células podrian contribuir a los elevados niveles de
VEGF en la médula osea regenerativa.

Asimismo, se ha demostrado que los medicamentos citotoxi-
cos inducen la apoptosis endotelial directa e indirectamente en mo-
delos animales.®®** Asi, el incremento en la expresion de VEGF/
VEGFR-1 en médulas tras remision completa podria ser importante
no solamente para la regeneracion de la hematopoyesis sino tam-
bién para el remodelamiento vascular durante la recuperacion de la
médula osea tras quimioterapia intensiva. EI hecho que los ratones
con deficiencia en VEGFR-1 presentan malformaciones vascula-
res sugiriere que el VEGFR-1 juega un rol en el remodelamiento
vascular.?22% E| tipo de células con incremento de la expresion de
VEGFR-1 en pacientes en remision completa debera ser definido en
posteriores estudios. Aun asf, es ya bien conocido que VEGFR-1 es
expresado por varias células hematopoyéticas maduras incluyendo
células dendriticas y monociticas.>

Las células mieloides positivas para VEGFR-1 activadas han
mostrado liberar factores angiogénicos como el VEGF, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas y factor neurotréfico derivado
del cerebro, los cuales realzan la formacién y estabilidad vascu-
lar.%57 Mas aun, el reclutamiento de células hematopoyéticas posi-
tivas para VEGFR-1 mostro conferir estabilidad a los nuevos vasos

en tumores en un modelo animal.*® Todos estos estudios apoyan
nuestra hipétesis que la expresion de VEGF/VEGFR-1 en médulas
dseas en remision completa ocurre en las células hematopoyéticas
no malignas y contribuyen no solo a la regeneracion de la hemato-
poyesis sino también el remodelamiento vascular después de qui-
mioterapia intensiva citotdxica.

Nuestro estudio ha mostrado que la leucemia mieloide agu-
da en adultos esta asociada con el incremento en la expresion de
VEGF y su receptor de membrana VEGFR-2 en la médula 6sea.
Mas aun, VEGF y VEGFR-2 pero no VEGFR-1 fueron relacionados
al grado de angiogenesis en la médula 6sea. Estos resultados junto
con la disminucién significante de VEGFR-2 en pacientes con LMA
quienes alcanzaron una remision completa después de la quimiote-
rapia de induccion, apoyan fuertemente la hipétesis del importante
rol del VEGF y VEGFR-2 en LMA. Estos hallazgos sugieren que las
terapias haciendo blanco en VEGFR-2 pueden constituir una estra-
tegia novel para el tratamiento de la LMA.
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SUMMARY. Background: Vascular endothelial growth factor (VEGF) and its cellular receptor VEGFR-2 have been implicated as the main
endothelial pathway required for tumor neovascularization. However, the importance of the VEGF/VEGFR-2 system for angiogenesis in hema-
tologic malignancies such as AML remains to be elucidated. Patients and methods: Evaluation of 32 patients with newly diagnosed untreated
AML by using immunohistochemical analysis of bone marrow biopsies. Results: Expression of VEGF and VEGFR-2 was singificantly higher
in patients with a high degree of microvesel density compared to those with a low degree (VEGF: p= 0.024; VEGFR-2: p= 0.040) and the
controls (p <0.001). Patientes who achieved a complete remission following induction chemotherapy, VEGFR-2 staining levels decreased into
the normal range. Conclusion: results provide evidence for increased expression of VEGF/VEGFR-2 of leukemic blasts and correlation with
angiogenesis in bone marrow of AML patients. Thus, VEGF/VEGFR-2 might constitute promising targets for antiangiogenic and antileukaemic

treatment strategies in AML. Rev Med Hondur 2010;78(3):113-168.
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