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ABREVIATURAS

ACTH: Hormona adrenocorticotropa.

AgNOR: proteinas asociadas a las regiones organizadoras nucleolares
argirofilas.

BHD: Birt-Hogg-Dubé.

bHLH: basic helix-loop-helix / bucle hélice-hélice de tipo basico.

CAIX: Anhidrasa carbdnica IX.

CAM: Molécula de adhesién celular.

CCR: Carcinoma de células renales.

DIABLO: Direct IAP binding protein with low pl / proteina con bajo pl de
union directa a las proteina inhibidoras de apoptosis .

DMV: Densidad microvascular.

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group / Grupo cooperativo oncolégico
oriental.

EE: Error estandar.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.

FAK: Kinasa de adhesion focal.

FGF: Factor de crecimiento de los fibroblastos.

FH: Fumarato hidratasa.

FHIT: Fragile histidine triad / triad de la histidina fragil.

FPTC-PRN: Carcinoma papilar familiar tiroideo y tumor papilar renal.
GTP: Glutamil transpeptidasa.

HGFR: Receptor del factor de crecimiento del hepatocito.

HIF: Factor inducido por hipoxia.

HLRCC: Leiomiomatosis hereditaria y cancer renal familiar, sindrome de.
HPH: Hidroprolil hidroxilasa.

HPT-JT: Hiperparatiroidismo-tumor mandibular, sindrome de.

HR: Hazard Ratio / Razdn de tasas.

IAP: Proteinas inhibidoras de apoptosis.

IC: Intervalo de confianza.

IFN: Interferdn.

IGF: Factor de crecimiento de insulina.

IGFR: Receptor del factor de crecimiento de insulina.

IL: Interleukina.

ILE: Intervalo libre de enfermedad.

iNOS: sintasa inducible del acido nitrico.

KS: Escala de Karnofsky.

LOH: Pérdida de heterozigosidad.

MAPK: Proteina kinasa mitégeno-activada.

MDR: Multidrug resistence gen / gen de resistencia a multiples drogas.
MMP: Metaloproteasa de matriz.



m-TOR: mammalian Target of Rapamycin / Diana de la rapamicina en
mamiferos.

NGF: Factor de crecimiento derivado de neuronas.

ODD: Dominio de degradacidon dependiente de oxigeno.

OMS: Organizacién mundial de la Salud.

PAS: Per/ARNT (aryl hydrocarbon nuclear transporter)/Sim.

PCNA: Antigeno nuclear de proliferacidn celular.

PCR: Reaccion de polimerasa en cadena.

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PDGFR: Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PGF: Factor de crecimiento placentario.

PIP: Fosfatidil-inositol-fosfato.

PKB: Proteina kinasa B (AKT).

PLAU: Activador del plasminégeno de tipo uroquinasa.

PLAUR: Receptor del activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa.
PIGF: Factor de crecimiento placentario.

PET: Tomografia por emisién de positrones.

PTEN: Fosfatasa y homélogo de tensina con deleccién en el cromosoma 10.
PTH: Paratohormona.

pVHL: Proteina Von Hippel Lindau.

RTK: receptores tirosin-kinasa.

STAT: proteinas transductoras de sefal y activadoras de la transcripcién.
TAC: Tomografia axial computarizada.

TMA: Tissue microarrays/ microseries de tejido.

TCR: Receptores de células T.

TGF: Factor de crecimiento transformante.

TK: tirosin-kinasa.

TSC: Complejo esclerosis tuberosa.

VEGF: Factor de crecimiento vascular del endotelio.

VEGFR: Receptor del factor de crecimiento vascular del endotelio.
VHL: Von Hippel Lindau.

VPF: Factor de permeabilidad vascular (VEGF).
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INTRODUCCION

INTRODUCCION.

EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA DE CELULAS RENALES.

La incidencia del cancer de células renales (CCR) se ha incrementado en el
mundo en los ultimos afios. En Europa se estima que se diagnostican
aproximadamente 40.000 nuevos casos al afio, 3.000 de ellos en Espafia, y es
responsable de mas de 20.000 fallecimientos cada afo ! La tasa de incidencia
en paises desarrollados se situa en torno a los 12 casos por 100.000 habitantes
en varones y 5 casos por 100.000 habitantes en mujeres. Supone
aproximadamente entre el 2 y el 3% del total de los tumores diagnosticados en
el adulto 2. Este incremento gradual se estima en una tasa del 2.5% al afio en
todos los grupos de poblacién, con un mayor incremento en el grupo de

tumores organoconfinados>*”>.

Es un tumor altamente agresivo y estad considerado como el mas letal de los
tumores uroldgicos malignos, con una mortalidad mayor del 40% ® La tercera
parte de los CCR se diagnostican en estadio metastasico y hasta el 40% de los
pacientes sometidos a nefrectomia con intencién curativa en tumores
organoconfinados desarrollan recidiva local o metastasis a distancia en su

evolucién’.

A pesar del aumento del nimero de tumores diagnosticados de forma
incidental con la mejoria y la generalizaciéon de técnicas de imagen como la
ecografia y la Tomografia Axial Computarizada (TAC), la incidencia de tumores

avanzados y la mortalidad por este tumor contintian en ascenso 8,

El desarrollo de nuevas técnicas terapéuticas, no sustituye a la cirugia como la
Unica terapia curativa. Por ello, es indudable la necesidad de diagnosticar el

CCR en estadios precoces y desarrollar estrategias terapéuticas mas eficaces,
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asi como definir nuevos marcadores que mejoren y permitan predecir la

evolucion y la respuesta a estos tratamientos.

ETIOLOGIA: SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y FACTORES DE RIESGO.

El CCR es un tumor con una predominio hombre-mujer de 1,6-2 a 1 y un pico
de incidencia en la 62 y 72 década de la vida ® Estd documentada la
susceptibilidad genética en este tipo de tumores, asi como la posibilidad de
aparicion de forma esporddica; las alteraciones genéticas y el perfil molecular
que se asocia a los diferentes tipos histolégicos son distintos. Ademas, en
algunos casos estos tumores son parte de diversos sindromes que asocian
otras anomalias y tumores benignos y/o malignos, también distintos segun el

tipo celular.

2.1 ALTERACIONES GENETICAS EN CCR.

El CCR familiar mas frecuente es el que forma parte de la enfermedad de Von
Hippel Lindau (VHL). Existen otros cuadros no relacionados con él, de tipo
familiar o no, relacionados con alteraciones genéticas concretas que
desembocan finalmente en la aparicién de un CCR. En los ultimos afios se han
descubierto relaciones de alteraciones cromosdmicas y el tipo histolégico del
CCR. Cada vez parece mas claro que el CCR engloba una serie de tumores
histolégicamente distintos, con diferentes alteraciones cromosdémicas,
diferentes células en su origen, diferentes marcadores vy distintos

comportamientos en su evolucién.
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Alteraciones genéticas conocidas:

Enfermedad de VHL.

Enfermedad autosdmica dominante. El gen de VHL se encuentra

situado en el cromosoma 3p25-26. Asocia al CCR de células claras

hemangiomas de retina, hemangioblastomas cerebelosos y de médula
espinal, feocromocitomas, tumores neuroendocrinos de pancreas,
cistoadenomas de epididimo y tumores del saco endolinfatico °. La
incidencia es de 1/36.000 nacimientos/afio y el rifién se afecta en el

75% de los casos *°.

Segun los érganos afectados se han descrito varios tipos:

- Tipo 1. Se pueden dar todas las manifestaciones referidas, excepto
el feocromocitoma. Se relaciona con delecciones o mutaciones que
implican la sintesis de una proteina truncada.

- Tipo 2. Alto riesgo de feocromocitoma. Se debe a sustituciones
genéticas.

» Tipo 2A. Bajo riesgo de CCR y tumores pancreaticos.

» Tipo 2B. Se asocia a alto riesgo de todos los tumores del
espectro VHL.

» Tipo 2C. Con una predisposicidn casi exclusiva a desarrollar

feocromocitoma.

Carcinoma renal familiar de células claras no relacionado con VHL con
translocacion de cromosoma 3.

Se han objetivado alteraciones genéticas del tipo t(3;8) (p14; g24) lo
que sugiere que el gen esté localizado en 3p14 (gen FHIT- “fragile
histidine triad”). También se han encontrado alteraciones a nivel de 3q.
Se ha propuesto un modelo de 3 pasos para el desarrollo del CCR.
Inicialmente una translocacién balanceada del cromosoma 3,
posteriormente una pérdida no disfuncional que afectaria al segmento

3p y por ultimo una inactivacién somatica por metilacidn o inactivacién
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del gen VHL remanente. Otros genes implicados podrian ser TRCS,
DIRC2, DIRC3, LSAMP y NORE1A .

Estos tumores renales, en general son multicéntricos y bilaterales y se
pueden asociar a carcinomas de estdmago, pancreas, vejiga y

tiroides™.

Carcinoma renal papilar hereditario (HPRC).

Asociado a CCR papilares tipo 1, constituido por células basdfilas,
pequeiias y generalmente de bajo grado y poco agresivas. Se encuentra
asociado a la activacidn del protooncogen c-met (7q31-34) que codifica
al receptor del factor de crecimiento del hepatocito (HGFR) ** * 1> 16,
Se presenta como multiples tumores bilaterales, de aparicién tardia (82
década de la vida) y generalmente con bajo potencial metastasico.

Puede asociarse a otros tumores de estdmago, mama, pancreas,

pulmon, piel, etc.

Sindrome familiar de harmatomas renales asociados a
hiperparatiroidismo y tumor de mandibula (HPT-JT).

Trastorno autosdmico dominante en el que estas patologias se asocian
ocasionalmente a CCR papilar tipo 1. Ligado a genes en 1q21-q32 .
Pueden existir lesiones renales no cancerosas como quistes renales,
hamartomas, nefromas mesoblasticos y tumores de Wilms de aparicion

tardia 1.

Complejo esclerosis tuberosa (TSC).

Esta enfermedad en general viene dada por la aparicién de
angiomiolipomas  renales, angiofiboromas faciales, fibromas
subungueales y cutdneos y lesiones maculosas hiperpigmentadas, en

ocasiones pueden aparecer CCR de células claras. Su origen se

11
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encuentra en la alteraciéon de dos genes, el TSC1 (9q34) y TSC2
(16p13.3) 8.

Sindrome de Birt-Hogg-Dubé (BHD).

Caracterizado fundamentalmente por lesiones cutaneas
(fibrofoliculomas, tricodiscomas y acrocordones), neumotdrax
espontdneo por quistes pulmonares y predisposicion a la presencia de
tumores renales benignos (oncocitoma) o malignos (CCR de tipo
cromdéfobo). Ocasionalmente se han descrito otro tipo de tumores
renales, de células claras e incluso papilares. El gen alterado (BHD) se
encuentra en 17g12-q11.2. Dado que se ha identificado en estos
pacientes una pérdida o una malformacion de este gen, se deduce que

¥ 19, 20, 21, 22,2
actia como gen supresor tumoral ** 2% 22223

Sindrome de Leiomiomatosis hereditaria y cancer renal familiar
(HLRCC).

Se caracteriza por la aparicion de multiples leiomiomas cutaneos vy
uterinos y carcinomas renales uUnicos o mdultiples, en ocasiones
bilaterales. Suelen ser CCR papilares de tipo 2, constituidos por células
mas grandes eosindfilas con nucleos pseudoestratificados. Son
genéticamente mas heterogéneos y pueden surgir de los tumores tipo
12 En general son tumores agresivos con alta capacidad metastasica y
de aparicién en edades tempranas (32-42 década) *°. El origen esta en
una mutacion o deleccion del gen de la fumarato hidratasa (FH),

enzima del ciclo de Krebs. Su localizacién es 1g42.3-q44 *°.

Carcinoma papilar familiar tiroideo y tumor papilar renal (FPTC-PRN).
Raro sindrome cuyo gen comun entre ambas enfermedades se

2 . . ny
encuentra en 1921 7, sin que exista relacién con el gen MET.
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Independientemente del componente genético que puede tener el cancer
renal, se conocen otros factores de riesgo adquiridos y/o medioambientales
gue pueden contribuir a su desarrollo. El tabaco duplica la posibilidad de
padecer un carcinoma renal y es responsable de aproximadamente un tercio

de todos los casos % % 30

La obesidad también aumenta el riesgo,
aproximadamente dos veces mas, tanto en hombres como en mujeres;
diversos estudios muestran una relacion inversa entre el indice de masa
corporal y la supervivencia 31 Algunos trabajos muestran una posible relacién
etioldgica entre la hipertension arterial y el CCR 2. Asi mismo, estan descritos
otros posibles factores de riesgo, que probablemente tengan menor
importancia, como origen de estos tumores: la toma prolongada de
analgésicos (fenacetina y &cido acetilsalicilico) 3, las infecciones del tracto

urinario >, y diversos factores ginecolégicos como la histerectomia previa y la

multiparidad®>.

Distintos toxicos de caracter ocupacional han sido implicados en la génesis de
este tumor. El cadmio y el asbesto pueden actuar como carcinégenos en el
CCR. El factor ocupacional mas implicado es el petréleo y muchos de sus
derivados. Se han descrito algunos factores protectores, una dieta baja en
proteinas y rica en frutas y vegetales, el calcio y la vitamina E, asi como la

. . 7
ingesta moderada de alcohol en mujeres ** 37 3,

La didlisis y el desarrollo de la enfermedad quistica adquirida secundaria a ella
en pacientes con insuficiencia renal crénica es un factor de riesgo para estos
tumores. Se ha estimado en mas de 30 veces la probabilidad de desarrollarlo
en esta poblacion respecto a la poblacion general. Entre el 35y el 50% de los
pacientes en didlisis cronica pueden adquirir esta enfermedad quistica, lo que
hace de este grupo uno de muy alto riesgo. Suelen ser carcinomas limitados al

rifndn, multiples y bilaterales hasta el 50% de los casos y suelen aparecer
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14

tipicamente a los 8-10 afios del comienzo de la didlisis con una proporcion

hombre-mujer de 7 a 1 3%,

HISTOPATOLOGIA. CLASIFICACION DE LOS CCR.

Oberling y col. ** demostraron el origen tubular del carcinoma renal en 1960,
lo que llevd a unificar las clasificaciones previas existentes hasta ese momento,
bajo la denominacidon de adenocarcinoma renal, con los subtipos de células
claras, granulares y de arquitectura tubular, papilar, quistica y sarcomatoide.
Thones * describe un nuevo tumor, de morfologia distinta al de células claras,
con probable origen en las células intercalares de la nefrona distal, el
carcinoma renal cromofobo. Kovacs mediante estudio cromosdmico pone de
manifiesto las correlaciones genéticas con el fenotipo histoldgico, lo que lleva
a reclasificar estos tumores en la Clasificacion de Heidelberg 3,44 En 2004 la
OMS realiza la udltima clasificacion en la que se aunan caracteristicas
morfolégicas y genéticas, poniendo de manifiesto ciertas variantes con
inmunofenotipos distintos que dan lugar a implicaciones clinicas diferentes

(Tabla 1) *.
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Tabla 1. Clasificacion de los CCR (OMS, 2004)

Clasificacion histolégica de tumores renales (OMS)

Tumores de células renales

- Carcinoma de células claras (convencional)

- Carcinoma de células claras multilocular

- Carcinoma papilar

- Carcinoma croméfobo

- Carcinoma de conductos colectores de Bellini
- Carcinoma medular renal

- Carcinoma con translocacion Xp11

- Carcinoma asociado con neuroblastoma

- Carcinoma mucinoso tubular y de células fusiformes
- Carcinoma de células renales inclasificable

- Adenoma papilar

- Oncocitoma

Tumores metanéfricos
- Adenoma metanéfrico
- Adenofibroma metanéfrico
- Tumor estromal metanéfrico

Tumores nefrobldsticos
- Restos nefrogénicos
- Nefroblastoma (y nefroblastoma quistico parcialmente diferenciado)

Tumores mesenquimales

Principalmente pedidtricos Principalmente de adultos
- Sarcoma de células claras - Leiomiosarcoma (incluyendo los de la vena renal)
- Tumor rabdoide - Angiosarcoma - Rabdomiosarcoma - Histiocitoma fibroso
- Nefroma mesoblastico congénito maligno
- Tumor renal osificante de la infancia - Hemangiopericitoma - Osteosarcoma - Leiomioma -

Hemangioma

- Angiomiolipoma y angiomiolipoma epitelioide - Linfangioma

- Tumor de células yuxtaglomerulares - Schwanoma

- Tumor renomedular de células intersticiales (fiboroma medular)
- Tumor fibroso solitario

Tumores mixtos epiteliales y mesenquimales
- Nefroma quistico
- Tumor mixto epitelial y estromal
- Sarcoma sinovial

Tumores neuroendocrinos

- Carcinoide

- Carcinoma neuroendocrino

- Tumor neuroectodérmico primitivo
- Neuroblastoma

- Feocromocitoma

Tumores hematopoyéticos y linfoides
- Linfoma

- Leucemia

- Plasmocitoma

Tumores de células germinales
- Teratoma
- Coriocarcinoma

Tumores metastdsicos a rinon
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Basandonos en esta clasificacion y segln su origen:

e Procedente de la nefrona proximal:
- Carcinoma renal de células claras.

e Procedentes de la nefrona distal cortical:
- Carcinoma de células croméfobas.
- Oncocitoma (benigno).

e Procedente de la nefrona distal medular.
- Carcinoma de Bellini.
- Carcinoma medular renal.

e Carcinomas inclasificables.

3.1 CARCINOMA DE CELULAS CLARAS.

Es el mas frecuente de todos los subtipos, corresponde al 70-80% de todos los
casos de series quirdrgicas **. Constituido por células de citoplasma claro por el
contenido en lipidos y glucdégeno. Pueden existir focos de tipo granular debido a
mayor concentracion de mitocondrias. Las células se distribuyen en masas sélidas
con estroma capsular abundante, a veces de aspecto tubular y ocasionalmente
microquistico, pudiendo observarse areas de tipo papilar de forma aislada. En un

5% de los casos el patrén es fusocelular (sarcomatoide) 44, 46,97

Aunque lo habitual es que sea una tumoracién Unica en los casos esporadicos, en
un 4% son multicéntricos y en un 3% bilaterales. Macroscépicamente es una
tumoracién amarillenta con una pseudocdapsula que lo separa del tejido adyacente,
por compresion de este. Suelen existir areas hemorragicas cicatriciales con

calcificaciones y necrosis tumoral.

En ocasiones existen verdaderos quistes neoplasicos, son tumores con un

prondstico mejor, menos agresivos en su evolucion. La OMS los ha clasificado de
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forma independiente con forma clinico-patolégica distinta, el carcinoma renal

quistico multilocular “°.

Fig. 1. Carcinoma renal quistico multilocular

Desde el punto de vista inmunohistoquimico expresa citoqueratinas de bajo peso
molecular (CAM 5.2) de forma mds frecuente que las de alto peso molecular (CK
14), asi como vimentina, CD10 y el anticuerpo monoclonal RCC *®%%%°
Genéticamente se caracteriza por la pérdida del brazo corto del cromosoma 3
(pérdida de heterozigosidad (LOH3p)) tipica, pero no patognomodnica, de este
tumor. En este cromosoma se localiza el gen VHL (3p 25-26), gen supresor
involucrado por pérdida o malfuncidn en la enfermedad del mismo nombre. En los
casos aislados esta alteracién aparece hasta en el 60% de los casos. Otros genes

50, 51, 52, 53

implicados son el 3p14.2 (gen FHIT) y el 3p12 , esencialmente por

translocaciones genéticas >*.
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Fig. 2. CCR de células claras (H-E 20x)

3.2 CARCINOMA RENAL PAPILAR.

f\. " 3
- S L

Fig. 3. CCR de células claras (H-E 40x)

Corresponde por frecuencia al 10-15% de todos los CCR. Su clasificacion en este

caso viene dada por la morfologia de la distribucidn celular y no por el tipo de

células, de tal forma que se agrupan en torno a un tallo vascular (papilas) en al

menos un 50-70% del tumor. En el resto es posible encontrar otras distribuciones,

sélidas, tubulopapilares o incluso quisticas y fusocelulares hasta el 5% ** *2. Segun

los tipos celulares, 2 patrones han sido descritos:

e Tipo 1. Formado por células basdfilas, pequenas y generalmente de

bajo grado y poco agresivas >3

e Tipo 2. Constituido por células mas grandes eosindfilas con nucleos

pseudoestratificados. Son tumores muy agresivos y de mal prondstico

en general > °°

de los tumores tipo 1°’

. Son genéticamente mas heterogéneos y pueden surgir

No es raro encontrar macrofagos espumosos, edema, cuerpos de Psammoma y

cristales de colesterol.

Estos tumores expresan citoqueratinas de bajo peso
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molecular como la CAM 5.2; CK7 mas frecuentemente en el tipo 1. Suelen expresar
vimentina y CD10. EI EMD se expresa hasta en el 60% de los casos, con mas
frecuencia en el tipo 1 y todos expresan AMACR-P5045 (racemasa a-metil-
acilCoA)”. Macroscépicamente son tumores sonrosados bien delimitados, de
consistencia blanda que pueden tener areas necrdticas y/o hemorréagicas. Mas
frecuentemente multifocales que los de células claras y con frecuencia con
pequefias tumoraciones satélites que se consideran microadenomas papilares®.
Globalmente la tasa de supervivencia a 5 afios es aproximadamente del 90% con
un predominio en varones 5:1 >* y aunque suelen ser menos agresivos, cuando

metastatizan su prondstico es peor que el CCR de células claras %.

Los cambios genéticos mas habituales detectados se relacionan con el cromosoma
7, en el cual se encuentra el protooncogen c-MET. Este cromosoma se encuentra

>* Otros cambios frecuentes

duplicado en el 75% de los casos esporadicos
observados son la tetrasomia del cromosoma 7, la trisomia 17 o la pérdida del
cromosoma Y °. Estas alteraciones se han asociado con la activacién de c-MET
(7934), un protooncogen que codifica el HGFR (receptor del factor de crecimiento
del hepatocito), tanto en el tipo esporadico como en el familiar. En los casos con
componente hereditario el dominio que codifica este receptor tirosin-kinasa se
encuentra autoactivado por una mutacién con sustitucion de aminodcidos, lo que
promueve la transformacion celular ®, mientras que en los esporadicos solo un
pequeiio porcentaje tienen mutaciones en MET 2. También se ha observado
pérdida de heterozigosidad (LOH) 3p similar a los acontecidos en CCR de células
claras hasta en un 60% de los casos, siendo los mas frecuentes las 3p25-26 (VHL) y
las 3p14.2 (FHIT). Independientemente, existen cambios genéticos casi exclusivos
del tipo 1 (alteraciones en 17q) o del tipo 2 (alteraciones de 9p) *°. En algunos
casos esporadicos se han encontrado translocaciones cromosdmicas que afectan al
gen TFE3 en el cromosoma Xp11.2 >* se dan en nifios o adultos jovenes, sin

preferencia por sexos y pueden asociarse también a carcinomas de células claras.
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El gen TFE3 codifica un factor de transcripcion de doble hélice relacionado con el

protooncogen C-myc.
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Fig. 4. CCR papilar tipol (H-E 20 X) Fig.5. CCR papilar tipo 2 (H-E 20 X)

3.3 CARCINOMA RENAL DE CELULAS CROMOFOBAS.

Este subtipo es el tercero en frecuencia con un 5-10% de los casos ® Formado por
células grandes de aspecto claro, con abundante citoplasma y de formas
poliédricas, contienen microvesiculas y en ocasiones tienen aspecto mas eosindfilo
(variante eosinofilica) por una mayor cantidad de mitocondrias. Es caracteristica la
tincidon de azul con hierro coloidal (Tincidon de Hale). La arquitectura sélida es la
mas habitual y en secciones rutinarias, el citoplasma se condensa cerca de la
membrana celular, formando un halo alrededor del ndcleo ** ***7 %2 En un 8% de
los casos hay dreas sarcomatoides %3 su origen se supone en la célula intercalar de

2 64 . . .. , ,
| 625485 e piensa que el oncocitoma se originaria de las células

la nefrona dista
intercaladas tipo A del conducto colector, mientras que el carcinoma croméfobo lo
haria de las células tipo B °*. Las células intercaladas tipo A tienen la funcién de
secretar H" a la luz tubular en una accién de la anhidrasa carbénica, que hidrata el
CO,, manteniendo asi la concentracién de H" en el tubulo. Las tipo B tienen una

funcién opuesta, captando H" de la luz tubular y secretando HCO; a ésta.

Macroscépicamente son tumores de color pardo, ocasionalmente con una cicatriz

20



INTRODUCCION

central, lo que les asemeja al oncocitoma. Suelen ser Unicos aunque los familiares
con mucha frecuencia dan lugar a tumores multiples. Expresan citoqueratinas de
alto y bajo peso molecular y suelen marcar EMA y C-KIT. El CD-10 suele ser

negativo, pero cuando lo marca suele ser signo de agresividad *°.

Genéticamente estas células suelen ser hipoploides y aunque inicialmente se
pensd que no tendria deleccion del cromosoma 3p ® si se han confirmado
delecciones 3p25-26 y 3p14.2 *°. Tipicamente estos tumores tienen pérdida de los
cromosomas 1, 2, 6, 10, 13, 17 y 21 ®7 La LOH 17 pone de manifiesto la asociacién
de este tumor con el Sindrome Birt-Hogg-Dubé. En un 27% de los casos hay
mutacién del TP53 y se han encontrado pérdidas alrededor de PTEN “°. En general

son tumores con escasa capacidad metastasica y con un excelente

68,69,70

prondstico

Fig. 6. CCR cromdfobo (H-E 10X) Fig.7. CCR cromdfobo (H-E 20X)
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3.4 CARCINOMA DE LOS CONDUCTOS COLECTORES DE BELLINI.

Es un raro tumor renal (<1%) cuyo diagndstico es complejo por no existir unos
criterios precisos. La OMS ha definido criterios mayores y menores para poder
diagnosticarlo (Tabla 2). Se consideran criterios mayores el alto grado nuclear, el
citoplasma eosindfilo, el patrén tubular acodado y la presencia de “células en
remache”, con desmoplasia intensa y ausencia de carcinoma urotelial. La presencia
de carcinoma “in situ” en conductos colectores proximos es un criterio

61,71,72 P . . 0, 73
menor . Puede existir un patrén sarcomatoide en un 30% de los casos "".

Suelen ser tumores de localizacion medular, Unicos, de contornos mal definidos,

blanquecinos y de aspecto infiltrativo.

No existen marcadores inmunohistoquimicos objetivos, pero casi todos expresan
citoqueratinas de alto peso molecular y ulex europaeus por lo que se han incluido
como criterios mayores para el diagnostico *°. Todos expresan vimentina y ninguno
CD10 ni AMARC. Citogenéticamente las alteraciones mds frecuentes son las
pérdidas en los cromosomas 1q, 6p, 13q, 14, 15, 21q y 22 % Son tumores en
general muy agresivos, con mal pronédstico en el momento del diagndstico, con
tendencia a aparecer en pacientes jévenes, y en muchas ocasiones en estadios
metastdsicos al diagndstico . Tanto por su origen en las células derivadas del
conducto del Wolff como por sus caracteristicas histoldgicas y clinicas son

facilmente confundibles con carcinomas uroteliales.
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Tabla 2. Criterios diagndsticos del carcinoma de conductos colectores.

CRITERIOS MAYORES:

1. Localizacién en médula (tumores pequefios)

2. Histologia tipica con arquitectura irregular tubular y alto grado nuclear.

3. Estroma desmoplasico con infiltrado inflamatorio y abundantes polimorfonucleares.

4. Reactividad a queratinas de alto peso molecular.

5. Reactividad a Ulex Europaeus

6. Ausencia de carcinoma urotelial.

CRITERIOS MENORES:

1. Localizacion central (tumores grandes).

2. Arquitectura papilar con ejes fibrosos amplios y desmoplasicos.

3. Invasion renal y extrarrenal extensa con invasion linfatica y venosa.

4. Atipia epitelial intratubular en ductos adyacentes al tumor.

3.5 CARCINOMA RENAL MEDULAR.

Excepcionales en frecuencia, se caracterizan por células con crecimiento reticular y
adenoide-quistico, de citoplasma claro, eosinofilico, de nucleos grotescos. El estroma

.. . g ny . . . . 46
es edematoso, desmoplasico y con infiltracion inflamatoria de tipo mixto™.
Macroscépicamente son tumores blanquecinos localizados en la médula renal, mal

delimitables, de predominio derecho 3:1°’.

En general expresan citoqueratinas de bajo peso molecular y no las de alto ni EMA“®.
Pocos estudios citogenéticos existen en la literatura por la rareza del mismo. Se ha
informado de translocaciones t(3;8) (p21; q24) "° y monosomia del cromosoma 11 ”’.

El HER2/neu es negativo, contrariamente al carcinoma de conductos colectores, y la
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expresion del VEGF y HIF son extensamente positivos. Son tumores muy agresivos,
con mal prondstico en el momento del diagndstico, que se da en jévenes (5-40 afios),
mas frecuentemente en raza negra y con anemia de células falciformes (el gen de la 8-

globulina se localiza en 11p) ** 7%,

3.6 CARCINOMA MUCINOSO TUBULAR Y FUSOCELULAR.

Recientemente incluido en la clasificacion (2004) por la OMS por su comportamiento
clinico diferenciado del resto. Esta constituido por células de morfologia cuboidal, de
citoplasma pequeiio, baséfilos, que se distribuyen en tubulos alargados, mezclados
con otras areas solidas de células fusiformes. Es habitual la presencia de mucina en el
espacio extracelular y con frecuencia existen macréfagos espumosos.
Macroscépicamente son tumores bien delimitados, de color amarillento, y de aspecto

46,79 Inmunohistoquimicamente expresan CK7 en todos los casos asi

homogéneo
como vimentina y en menor grado citoqueratinas de alto peso molecular. El EMD
habitualmente es positivo al igual que el AMACR (92% de los casos) y nunca expresan

#7989 | a5 alteraciones citogenéticas mas frecuentes

CD10, C-Kit ni Ulex europaeus
son monosomiasen 1, 4,6,8,9, 13, 14, 15y 22 y se piensa que tenga su origen en la
nefrona distal 2. Clinicamente existe un predominio femenino y en ocasiones se
asocian a litiasis renales, habiéndose constatado en la mayoria de los casos un

excelente prondstico.

3.7 CARCINOMAS RENALES INCLASIFICABLES.

Tienen una frecuencia de entre 3 y 5% en las series quirtrgicas **. Algunos autores
como Algaba distinguen tres apartados que podrian agruparlos. El primero incluiria
carcinomas renales anapldsicos o sarcomatoides puros, en general de muy mal
prondstico; el segundo grupo estaria compuesto por tumores o carcinomas hibridos
en el cual se mezclaria en un mismo tumor distintos tipos celulares, siendo los mas
frecuentes los derivados de la nefrona distal (Oncocitoma + carcinoma de células

cromofobas). El tercer grupo englobaria tumores no reconocidos por la OMS. Un
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ejemplo seria el carcinoma de bajo grado de ductos colectores, antes denominado

carcinoma tubuloquistico de bajo grado ** %2,

4. ASPECTOS CLINICOS DEL CCR.

4.1. SINTOMAS.

Los sintomas causados por el CCR se deben en general al crecimiento del tumor mas

alla de la capsula renal, a la infiltracién de la via urinaria, a la clinica ocasionada por las

metastasis y su localizacion o la aparicidn de sintomatologia paraneoplasica. La triada

clasica de Virchow, hematuria macroscépica, dolor en flanco y masa palpable
. , o . . ;. 83 .

abdominal aparece en sélo 5-15% de los pacientes al diagndstico *°, mientras que de

forma aislada, la hematuria aparecen en el 50-60% de los pacientes, la masa palpable

8 las manifestaciones

en el 25% y el dolor en el 40% aproximadamente
paraneopldsicas tales como la hipercalciuria, caquexia, fiebre, sudoracién nocturna,
disfuncién hepatica o anemia se presentan en el 20%, mas frecuentemente en

tumores en estadio avanzado %> 8.

4.2. DIAGNOSTICO.
El diagndstico del CCR se realiza en base a la sintomatologia, al diagndstico incidental

por pruebas de imagen o laboratorio y en pacientes muy seleccionados como

consecuencia de screening.

4.2.1. Screening en el CCR.

Podria tener su lugar por varios motivos. Por ser una enfermedad quirurgica, con lo
gue un diagndstico precoz podria aumentar la supervivencia, si bien la baja incidencia

de esta patologia (9 casos/100000 habitantes) es uno de los argumentos en contra
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para la realizacion de cribado en pacientes asintomaticos 8 Aunque se ha utilizado la
tira de inmersién urinaria para la deteccién de la hematuria, usada conjuntamente
con la ecografia, la tasa de deteccién sigue siendo baja y no asumible la relacidn

coste-beneficio 8% 8% %

a pesar de que la incidencia de CCR en pacientes de estos
estudios sea mayor que en la poblacién general (77-300 casos/100000 habitantes).

Por ello, deberia realizarse sélo en pacientes seleccionados:

- Pacientes con insuficiencia renal créonica terminal en didlisis de mas de 3
anos, con expectativa de vida prolongada y sin patologia concomitante
importante. Un 80% de los pacientes con insuficiencia renal crénica
terminal evolucionara con el tiempo hacia una enfermedad quistica renal
y de éstos el 2% desarrollardn un carcinoma renal. Dado que el riesgo
relativo en estos pacientes es hasta 100 veces mayor que en la poblacién
general, parece que este grupo de riesgo si es subsidiario de diagndstico
precoz.

- Pacientes con diagndstico de sindrome de VHL; con pruebas de imagen
periddicas a partir de los 20 afios de edad. Debe considerarse la
posibilidad de este sindrome en personas con antecedentes visuales o
neuroldgicos, con antecedentes familiares de ceguera, tumores del
sistema nerviosos central o cancer renal y coexistencia de quistes
pancreaticos, tumores epididimarios o tumores del oido interno.

- Pacientes con enfermedad de VHL:

e Analisis Genético: Si es positivo seguir recomendaciones del
punto previo y menos riguroso si es negativo.

- Personas con parientes con otras formas de CCR familiar.

- Pacientes con esclerosis tuberosa.
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4.2.2. Diagndstico por imagen.

La ecografia es la prueba de imagen mas habitualmente empleada para el
diagnodstico del carcinoma renal, bien por sintomatologia que haga sospechar la
existencia del mismo o como diagndstico incidental por estudio de otras

patologias.

La estadificacion radioldgica debe hacerse mediante Tomografia Computarizada y
radiografia simple de térax. La tomografia computarizada con contraste
intravenoso es obligado ante el hallazgo de masa ecografica sélida puesto que
aporta informacion relativa a la funcién renal, a la morfologia renal y de la masa;
aporta informacion en cuanto a la extension local y a distancia de la misma, la
existencia de adenopatias, afectacién vascular y suprarrenal. La resonancia
magnética se reservaria Unicamente para pacientes con alergia a contrastes
yodados, o ante sospecha de afectacidn vascular con presencia de trombo tumoral
de vena renal, cava o auricula dcha. En caso de sintomatologia neuroldgica esta
indicada la TAC cerebral y Unicamente en caso de dolor dseo o elevacion de
fosfatasa alcalina en la bioquimica es preciso la realizacién de pruebas de imagen

para descartar afectacion dsea: gammagrafia dsea y/o TAC il

4.3. TRATAMIENTO QUIRURGICO.

El tratamiento quirdrgico es el Unico que se ha mostrado capaz de curar este
tumor. La nefrectomia radical sigue siendo el patrén sobre el que se comparan
nuevas técnicas quirurgicas, con resultados en muchas ocasiones y en pacientes
seleccionados similares a ella °>. En caso de enfermedad localizada la nefrectomia
radical debe incluir el rinén y la grasa perirrenal de forma rutinaria. La
suprarrenalectomia no deberia hacerse de forma habitual, estando Unicamente

reservada para tumores con alto riesgo de invasion directa, de polo superior renal
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o de gran tamafio (>7 cm), si las pruebas de imagen no muestran afectacién de la

%L % Tampoco existen evidencias del aumento de supervivencia tras

misma
linfadenectomia ampliada de forma rutinaria, por lo que se recomienda

Unicamente una linfadenectomia hiliar con intencién de estadificacién °*.

En los ultimos afos, la evolucidon en la cirugia ha sido hacia la conservacién de
tejido sano del rifidn tumoral, y en otro sentido a reducir la agresién al paciente
mediante cirugia menos invasiva por medio de técnicas laparoscdpicas, robdticas y
percutaneas. Es posible diferenciar indicaciones absolutas, relativas y electivas

para recibir cirugia conservadora.

- Absolutas: aquellas en las que la realizacién de una nefrectomia
radical dejaria al paciente anéfrico anatémica o funcionalmente, con
necesidad de tratamiento sustitutivo mediante dialisis o trasplante
renal.

- Relativas: en las cuales el rifidn contralateral tienen una enfermedad
preexistente y su funcién en el futuro podria deteriorarse. En estos
pacientes la relacion riesgo-beneficio se debe considerar
individualmente.

- Electivas: aquellos tumores de pequeio tamafio con rifién
contralateral normal. La nefrectomia parcial estd ampliamente
aceptada como tratamiento en tumores renales menores de 4 cm
(T1a), con resultados en multiples estudios con supervivencias

. . , . 4
superponibles a los obtenidos con nefrectomia radical ** *°. E

n
tumores mayores de 4 cm, en aquellos de localizacién mesorrenal,
gue afecta al seno o al sistema calicial, su tratamiento de elecciéon

seria la nefrectomia radical °°.

En determinadas situaciones de enfermedad diseminada, la nefrectomia puede

estar indicada con intencidn paliativa y ocasionalmente con intencién curativa. La
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nefrectomia es obligada en pacientes con buen estado general sometidos a
tratamiento adyuvante con interferdn-alfa, ya que los resultados son mejores que
los obtenidos con inmunoterapia sola. En enfermedad avanzada, la nefrectomia
también estd indicada en estrategias terapéuticas multimodales: asociada a
inmunoterapia, inhibidores de angiogénesis y asociada a cirugia de las metdstasis.
En general, estas estrategias terapéuticas se contemplan en pacientes con buen

performance status > °" % %°,

4.4 TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS.

Se han descrito posibles tratamientos que de forma percutdnea o minimamente
invasiva podrian usarse en el CCR pero ninguno ha demostrado su eficacia en
estudios prospectivos y controlados. La radiofrecuencia, la crioablacidn, la ablacidon
con microondas, la ablacidon con laser o los ultrasonidos de alta intensidad son

técnicas descritas 0% 101102

. Pueden estar indicados en pequefias masas corticales,
en pacientes ancianos o pacientes con predisposicion genética a la aparicion de
tumores renales multiples, asi como en tumores en rifién Unico o en tumores

bilaterales °*.

4.5 TRATAMIENTOS SISTEMICOS.

El tratamiento médico en el CCR en estadios avanzados es claramente
insatisfactorio. La tasa de respuesta a quimioterapia es menor del 10% ° 1% Ello
podria ser debido a multiples factores como la baja velocidad de crecimiento (tasa
de duplicacién) de este tumor, asi como a la presencia de genes como el MDR-1

(multidrag resistence gen) que neutraliza los agentes citotoxicos 105,

Con inmunoterapia, aunque bajas, existen tasas de respuesta parciales y

completas. Dos son los agentes utilizados actualmente, el interferén a (IFNa) y la
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interleukina-2 (IL-2). Con IFN-a se han obtenido tasas de respuesta del 6-26% con

7% 199197198\ n beneficio de supervivencia de 3-5

repuestas completas entre el 2-
meses. Se recomienda su uso en pacientes con CCR metastasico con buen estado
general con progresion después de 1 afio del diagndstico y preferiblemente
metdstasis pulmonares solitarias 1 latasa de respuesta con IL-2 oscila entre el 7-
27%, tiene mayores efectos adversos que el IFN-a y es mads eficaz sobre los CCR de

células claras. La combinaciéon de ambas no se ha demostrado que sea beneficiosa

en cuanto a mejorar supervivencia con respecto a la monoterapia o

Recientemente nuevos conocimientos en la biologia molecular del CCR han logrado
el desarrollo de nuevos farmacos con accion fundamentalmente antiangiogénica y
expectativas de supervivencia que mejoran enormemente los tratamientos

109,110 " gorafenib (Bay 43-9006, Nexavar®) se aprueba en 2006 para el

actuales
tratamiento del CCR. Se trata de un inhibidor multikinasa biaryl-urea, oral con
actividad frente a la kinasa Serina/Treonina Raf-1, B-Raf, VEGFR 1-3, PDGFR-B, FLT-
3y C-KIT (€CD117) . Su accién antiangiogénica se produce fundamentalmente por

la accidn sobre VEGFR-2.

Sunitinib (SU11248, Sutent®) es otro inhibidor oral de tipo oxindol tirosin/kinasa
con accion sobre VEGFR-2 (KDR/FLK-1), PDGFR-B, KIT (CD117) y FLT-3. En ensayos
fase Il ha demostrado respuestas parciales en aproximadamente 34-40% de los

pacientes. En estudios fase 1ll ha demostrado claro beneficio frente a IFN-a°".

Tensirolimus (CCI-779, Tonsel®), aprobado en mayo 2007, actla por como
inhibidor especifico de la via m-TOR (mammalian Target of Rapamycin)
bloqueando la sefal intracelular de esta via, que incluye la transcripcion de HIF. Ha
demostrado beneficios en cuanto a supervivencia comparada con INF-a, siendo

111, 112

precisa su administracidon intravenosa . Otros muchos fadrmacos se estdn

. . . 11
investigando en la actualidad ***; en la tabla 3 se muestran algunos de ellos.
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Tabla 3. FArmacos ensayados en el tratamiento del CCR.

FARMACO MODO DE ACCION DIANA REACCIONES ADVERSAS ENSAYOS
Sorafenib Inhibidor oral multikinasa VEGFR, PDGFR, | Sindrome mano-pie, fatiga, Fase IlI
(nexavar®©) Raf kinasa diarrea, hipertension
Sunitinib Inhibidor de tirosin-kinasa VEGFR, PDGFR, | Fatiga, astenia, nauseas, diarrea, Fase lll
(sutent®©) selectivo oral FLT3, KIT estomatitis, linfopenia
Tensirolimus Inhibidor selectivo mTOR mTOR Hiperglucemia, hemorragia Fase Ill
(Torisel©) intracerebral, anemia, astenia,

nauseas,exantemas
Bevacizumab Anticuerpo monoclonal VEGF Hipertension, proteinuria, Fase Ill
recombinante humanizado trombosis
Volociximab Anticuerpo monoclonal a5B1 integrina Nauseas, vomitos, astenia Fase Il
quimérico
Axitinib Inhibidor de tirosin-kinasa VEGFRs, Hipertension, fatiga, nauseas, Fase Il
oral PDGFR-B diarrea
PTK787/ZK222584 | Inhibidor oral selectivo VEGFR1, Fatiga, nauseas, vomitos Fase Il
Vatalanib VEGFR2,
VEGFR3, KIT
AMG102 Anticuerpo monoclonal HGF SF Nauseas, diarrea Fase Il
completamente
humanizado IgG2
ABT510 Andlogo de la Andlogo TSP-1 Reacciones en el punto de Fase Il
trombospondina 1 oral inyeccion, fatiga
AMG386 Proteina de fusién del Fc- Angiopoyetinas | No informadas Fase Il
péptido
Everolimus Inhibidor oral mTOR mTOR Mucositis, rash, pneumonitis, Fase Il
hipofosfatemia, anemia,
trombocitopenia
Pazopanib Inhibidor oral multikinasa VEGFR-1,-2,- | Hipertension, fatiga, nauseas,
3, PDGFR-q, diarrea
-B, c-KIT
Perifosina Alkil-fosfolipido AKT, MAPK Fatiga, nauseas, vomitos, diarrea Fase Il

heterociclico sintético
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5. FACTORES PRONOSTICOS EN EL CCR.

Estan establecidos una serie de factores prondsticos, dependientes del paciente y del

tumor, que pueden definir la posible evolucién de un carcinoma renal.

5.1 FACTORES DEPENDIENTES DEL PACIENTE.

5.1.1. Estatus clinico.

e . 114, 115, 116, 117, 11
Multiples estudios 1% 11> 116,117, 118

sefialan el estado general del paciente como factor
clave para predecir supervivencia y posible respuesta a tratamientos quimioterapicos.
Dos son las escalas habitualmente utilizadas: la Escala de Karnofsky (KS) y la Escala
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group). En las tablas 4 y 5 se describe cada una

de ellas.

La escala ECOG-PS (Eastern Cooperative Oncology Group-Performace Status) es un
sistema de puntuacidén de 0 a 4 basada en el estatus ambulatorio del paciente y
denota el impacto de la enfermedad en la salud del paciente. La de Karnofsky es
similar en cuanto a valoracién del estado de salud global, pero la puntuacion es de 0-
100, siendo ésta inversa a la previa, es decir el mejor estado posible es 0 en ECOG-PS y
100 en la KS. Varios estudios muestran la escala ECOG-PS como un factor prondstico

114, 115, 118, 119, 120

independiente de supervivencia en pacientes con CCR metastasico ,

. . . . . .7 121
incluso en su capacidad para predecir la presencia de metastasis dseas .
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Tabla 4. Escala de Karnofsky (KS)

100 % Normalidad. No evidencia de enfermedad

90 % Actividad normal. Signos y sintomas menores

80 % Actividad normal con esfuerzo. Algunos signos y sintomas

70 % Capaz de cuidarse a si mismo. Incapaz de desarrollar una actividad o trabajo normal
60 % Capaz de cuidarse a si mismo. Requiere asistencia ocasional

50 % Requiere ayuda de otros y frecuentes cuidados médicos

40 % Incapacitado. Requiere cuidados especiales

30% Severamente incapacitado. Indicacion de hospitalizacion

20 % Muy grave. Hospitalizacidn. Precisa tratamiento activo de soporte
10 % Moribundo

0% Fallecido

Tabla 5. Escala ECOG.

- ECOG O. La persona no presenta ningun sintoma, y puede mantener normalmente sus rutinas cotidianas.

- ECOG 1. La persona presenta algunos sintomas que no le impiden realizar su trabajo ni sus actividades diarias.
Sélo permanece en cama durante las horas de suefio nocturno.

- ECOG 2. La persona no puede desempefiarse en su trabajo. Los sintomas que tiene lo obligan a permanecer en
la cama varias horas al dia, ademas de las de la noche, pero que no superan el 50% del dia. Satisface la mayoria de

sus necesidades, pero precisa de ayuda para alguna actividad que antes realizaba.

- ECOG 3. La persona necesita permanecer en cama mas de la mitad del dia por la presencia de sintomas.
Requiere ser ayudado para la mayoria de las actividades de la vida diaria.

- ECOG 4. La persona permanece en cama el 100% del dia y necesita ayuda para todas las actividades cotidianas.

- ECOG 5. La persona esta a punto de morir.
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La presencia de sintomas en el momento del diagndstico se comporta como factor
negativo para predecir supervivencia. La pérdida de peso, la caquexia y la
hematuria han sido descritos como factores de mal prondstico. El 20% de los
pacientes diagnosticados presentara sintomas paraneoplasicos al diagndstico y el
10 al 40% de todos los pacientes los desarrollaran a lo largo de su evolucidn 122
Estos sintomas se relacionan con la respuesta tumoral elaborada por el tumor
(proteinas asociadas al tumor) o por la respuesta inmunoldgica a estas células. En
otros casos los sintomas se derivan del efecto de la anemia, la disfuncidn hepatica,
la hipoalbuminemia o la hipercalcemia paraneoplasicas. El hecho de que estos
cuadros paraneopldsicos se den tanto en tumores localizados como en los
metastdsicos da a entender que estan tanto en relacién con la biologia del tumor

como con la extensién de éste 23,

La hipertension arterial se ha descrito en un 40% de los pacientes con CCR, aunque
no en todos los casos estd relacionado con sindromes paraneopldsicos. Las posibles
causas se deberian a elevacién de renina plasmatica, policitemia, presencia de

124 L3 disfuncién hepatica no metastésica (Sindrome

fistulas arteriovenosas, etc.
de Stauffer) puede aparecer en el 15 a 30% de los CCR. Se caracteriza por aumento
de bilirrubina indirecta y de la fosfatasa alcalina, hipoprotrombinemia y elevacién
de la o2-globulina. Se puede asociar también hipoalbuminemia,

125. La

hipergammaglobulinemia y aumento de la glutamil transpeptidasa (GTP)
fiebre como sintoma paraneoplasico se describe en el 50% de los pacientes y se
relaciona con secrecidon de sustancias pirdégenas por el tumor, reacciones
inmunoldgicas frente a proteinas tumorales y necrosis tumoral . Otros sindromes
descritos son la secrecién ectépica de ACTH desarrollando un cuadro similar al
Sindrome de Cushing, la hipercalcemia tumoral en relacién con aumento de la
actividad de los osteoclastos, secrecidon de vitamina D-like o PTH-like vy
prostanglandinas. En general se asocian a muy mal prondstico con evolucion rapida
y en muchos casos resistente al tratamiento corticoideo y con bifosfonatos *2°.

Estan descritos también cuadros trombéticos por hiperglobulinas en relacién con

aumento de secrecién de eritropoyetina. Mds raramente pueden existir cuadros
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clinicos relacionados con sindrome nefrético, neuromiopatia carcinomatosa,

secrecidon de gonadotropinas, prolactina, glucagon, insulina, etc 127,128,129

5.1.2. Parametros hematoldgicos y bioquimicos

Muchos de estos hallazgos son manifestaciones de los cuadros anteriormente
descritos. La trombocitosis (recuento plaquetario >400.000/mm?) se ha mostrado
como factor independiente de mal prondstico en pacientes nefrectomizados con

130 Se ha asociado a tumores con estadio T mayor y afectacion

CCR metastasico
ganglionar 131 también se ha correlacionado con peores estadios TNM, ECOG-PS y
supervivencia 132 | a neutrofilia en algunos estudios también ha demostrado ser un
factor pronéstico independiente de mal prondstico en pacientes con cancer

r_ena|133, 134.

Otras manifestaciones bioquimicas que ponen de manifiesto un peor prondstico
. .1 . . .
son la hipercalcemia **>, en concordancia con los descrito en el punto anterior, y la

hipoalbuminemia 136,137,

5.2 FACTORES TUMOR DEPENDIENTES.

5.2.1. Subtipo Tumoral.

El prondstico del paciente es distinto segln el subtipo histoldgico que éste
presente. No obstante, en algunos casos, estas diferencias van a estar mas en
relacion con el grado nuclear y el estadio que con el tipo tumoral en si. Sin
embargo, la clasificaciéon de la OMS si pone de manifiesto diferencias en el
comportamiento de determinados tumores sobre otros. Asi, tumores como el

carcinoma renal quistico multilocular, el carcinoma papilar renal tipo 1 ¢ el
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carcinoma mucinoso tubular y fusocelular van a comportar un mejor prondstico, al
contrario, el carcinoma de ductos colectores de Bellini 6 el carcinoma medular,

independientemente del grado y estadio tienen peor prondstico.

En los tumores mds habituales las diferencias prondsticas en relacidn al subtipo si
se evidencian en los estudios estadisticos univariable, pero en el multivariable esto

no es asi en muchos casos 3% 1*°

. En general los pacientes con CCR de células claras
van a tener peor prondstico que los papilares y los croméfobos. La tasa de
supervivencia tumor-especifica a 5 afos varia entre el 55-75%, 65-85% y 85-100%

139, 140, 141, 142 L

en los de células claras, papilares y cromoéfobos respectivamente 0s

carcinomas cromoéfobos tienen mejor prondstico, si bien el 86% de ellos son de

13 Ademds otros factores pueden influir

bajo grado y estan localizados en el rifidn
como variables prondsticas. Asi los pacientes con CCR cromdfobos, suelen ser
pacientes mas jévenes, lo que conllevaria una mayor supervivencia 133 En los CCR
papilares, los tipo 2 tienen una menor supervivencia en todas las series en relacion
a los tipo 1, si bien son carcinomas de mas alto grado y estadio aunque afecta a

pacientes mas jovenes que los tipo 1°°.

El subtipo tumoral también influye en el pronéstico por la diferente respuesta a las
opciones terapéuticas actualmente disponibles. La respuesta a IL-2 por parte de los
carcinomas cromofobos y papilares es significativamente menor que los CCR de

. 144
células claras ~™".

5.2.2. Grado Nuclear.

Todos los estudios realizados para valorar el pronéstico basados en el grado de
diferenciacion tumoral han mostrado diferentes valores prondsticos segun estos.
Se han propuesto varios sistemas de graduacién basados en el nucleo celular. El

145

mas utilizado en la actualidad es el de Fuhrman ~*. Se basa en 4 grados nucleares
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segun el tamafio nuclear, la forma nuclear y el contenido de este. Existe una
tendencia cada vez mayor a agrupar los grados 1 y 2 en tumores de bajo grado y
los 3 y 4 en tumores de alto grado. El grado nuclear se ha visto correlacionado con
el estadio tumoral, el tamafio del tumor, la presencia de metdstasis, la afectacion

| 146

ganglionar, vascular y de la grasa perirrenal ~™. La supervivencia cancer-especifica

a 5 afios es del 76-94%, 71-86% 46-59% y 15-35% para los grado 1, 2, 3y 4

139147 "E| grado nuclear es un factor independiente del estadio

respectivamente
tumoral; asi en tumores en estadio T; (menores de 7cm.), la supervivencia para los

grados 1, 2, 3y 4 fue respectivamente del 91%, 83%, 60% y 0% 148
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5.2.3. Estadificacion Tumoral. Clasificacion TNM (UICC. 2002).

El sistema de estadificacion TNM (Tumor, nddulos-ganglios linfaticos, metdstasis)
se basa en el tamafio tumoral, la extension del cdncer mas alld de la cdpsula renal,
la afectacidon de la vena renal/cava, la afectacion suprarrenal y la existencia de
metdstasis ganglionares y a distancia (Tabla 6). En base a esta clasificacion los
carcinomas se agrupan en estadios (I-1V) con valor prondstico independiente del

resto de factores (Tabla 7).

Tabla 6. Estadiaje postquirtrgico (TNM. UICC 2002).

TUMOR PRIMARIO (pT)
e pTX: El tumor primario no puede evaluarse
e pTO0: Ninguna evidencia de tumor primario
e pT1: Tumor menor o igual de 7 cm de tamafio maximo, limitado al rifdn
o pTla: Tumor menor o igual a 4 cm, limitado al rifidn
o pTlb: Tumor mayor de 4 cm pero menor o igual de 7 cm, limitado al rifién
e pT2:Tumor mayor 7 cm, limitado al rifién
e pT3: Tumor que se extiende a la vena renal o invade glandula suprarrenal o tejidos
perirrenales, pero no sobrepasa la fascia de Gerota
o pT3a: El tumor invade directamente la glandula suprarrenal o tejidos
perirrenales y/o grasa hiliar, pero no sobrepasa la fascia de Gerota
o pT3b: El tumor se extiende groseramente a la vena renal o a sus ramas
(con capa muscular), o a la vena cava por debajo del diafragma
o pT3c: El tumor se extiende groseramente a la vena cava por encima del
diafragma o invade la pared de la vena cava
e pT4: El tumor invade mas alla de la fascia de Gerota

METASTASIS EN GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES ( pN)
e pNX: No puede evaluarse
e pNO: No evidencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales
e pN1: Metastasis en un solo ganglio regional
e pN2: Metastasis en mas de 1 ganglio

METASTASIS A DISTANCIA ( pM)
e pMx: No puede evaluarse
e pM1: Metastasis a distancia
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Tabla 7. Estadios en el CCR.

o Estadiol-T1, NO, MO
o Estadio Il -T2, NO, MO
o Estadio lll - T1-2, N1, MO o T3a-c, NO-1, MO

o Estadio IV - T4, o cualquier T, N2, MO; o cualquier T, cualquier N, M1

La supervivencia cancer-especifica a 5 afios es de 91-100% para estadio |, 74-96%
para estadio Il, 55-70% para el Il y 11-32% para el estadio IV 1% & 1% Aunque
actualmente sigue vigente esta clasificacién, numerosos datos publicados
modifican algunos aspectos de la misma, de forma que aun dentro del mismo

estadio TNM, el prondstico es distinto segun las lesiones existentes.

El tamano tumoral es una variable cada vez mas aceptada de forma independiente
como valor prondstico. La subclasificacion en Ti, y Ty, modifica escasamente el
prondstico del tumor, no asi en los estadios T, cuyo prondstico varia segun el
tamaio tumoral, lo que para algunos obligaria en el futuro a subestadiar los T, en
Tray Tap 130,131 En Jos Ts, el prondstico cambia segun se afecte la grasa perirrenal o
la grasa del seno. La invasiéon de ésta, es mas frecuente y conlleva un peor
prondstico posiblemente por la abundancia de vasos venosos. Diversos estudios
muestran un mayor riesgo de metdstasis ganglionares, mayor grado y mayor

. . . . . . s . 152, 1 154
incidencia de diferenciacién sarcomatoide % >

. Hay autores que abogan por
el cambio de estadificacion cuando existe afectacién de la glandula suprarrenal,
puesto que el prondstico es significativamente peor que cuando lo estd la grasa

1 1 . . ~ .y
>> 156 | 3 supervivencia a 5 afios cuando la afectacién

perirrenal, siendo ambos Ts,
es de la grasa perirrenal es del 35% y de 0% si afecta a la glandula adrenal por
contiglidad, similar a los T4, siendo el andlisis multivariable demostrativo como

factor pronéstico independiente **’. En estadios T, y Tsc el prondstico vendra dado

40



INTRODUCCION

por el estadio y el grado del tumor y en menor grado por la afectacién
venosa®™. La mayoria de los estudios no encuentran diferencias en la
supervivencia en los CCR con trombo en la vena cava inferior o en la afectacion de
vena renal vs vena cava inferior, pero si cuando invade la pared de la

160,161,162,163,164
cava .

La afectacion ganglionar (N) de forma global es del 20% con una supervivencia a 5
afios del 11-35% °> . E| riesgo de afectacion linfatica va a ser dependiente del
tamafio y estadio del tumor primario, la afectacién vascular, la presencia de
metastasis y la extensién de la linfadenectomia realizada. El Unico estudio
prospectivo randomizado existente (EORTC 30881) no encontré diferencias

significativas en progresién entre el grupo tratado con y sin linfadenectomia *°’.

En el paciente metastdsico (M) la media de sobrevida es de 6-10 meses, con una
supervivencia a 2 afos del 10-20%, siendo las metdastasis mas frecuentes las

. 1 1
pulmonares y las 6seas ' 1%

. Las metastasis éseas se comportan peor que las
pulmonares desde el punto de vista prondstico al igual que las multiples en
relacion con las Unicas, asi como las que afectan a varios érganos. En determinadas
situaciones el prondstico mejora claramente con la exéresis de las metastasis, y
estd aceptado su beneficio. Los mejores resultados se obtienen en metastasis
pulmonares, metacrénicas con un largo intervalo libre de enfermedad vy
ampliamente resecadas, obteniéndose tasas de supervivencia a 5 afos entre el 29
y el 35% YO VL 172173 En contraposicion, cuando la metdastasis es sincrénica la

media de supervivencia es de 4 meses con solo un 10% de supervivencia al afo,

. . . .z , .1
independientemente de la localizacién de la metéstasis *'.
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5.2.4. Necrosis Tumoral.

La necrosis histoldgica se define como cualquier grado de necrosis microscopica
tumoral excluidos los cambios degenerativos tales como hialinizacién, hemorragia
o fibrosis. Multiples estudios lo reconocen como marcador independiente de mal

175,176 " 3si como con un mayor riesgo de

prondstico o de enfermedad avanzada
muerte por enfermedad. En algunos estudios se ha visto como factor prondstico
independiente en carcinomas de células claras pero no en los papilares ni en los

cromofobos 2,

Fig. 9. Necrosis coagulativa (H-E 4X)

5.2.5. Invasion del Sistema Colector.

177,178 se asocia mas

El sistema excretor renal esta afectado en el 14% de los casos
a CCR de células claras del alto grado, tamafio y estadio. Algunos estudios vinculan
el compromiso del sistema colector a peor prondstico en los estadios T; y T, no asi

enlosT;0T, Y2,
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5.2.6. Patron Sarcomatoide.
Descrita en 1968 como entidad histolégica independiente, en la actualidad no se
considera como tal, pudiéndose encontrar este patrdn en cualquiera de los

subtipos de CCR. Se asocia en general a peor prondstico con supervivencia a 5 afios

73, 179
% .

menor del 22
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Fig. 10. CCR con patrén sarcomatoide. (Tincion para survivina 20X)

5.2.7. Invasion Microvascular.

Objetivado cuando las células tumorales invaden la pared de pequefios vasos, lo
gue las hace accesible al torrente sanguineo y por ende facilitaria la diseminacion a
distancia. Tiene una incidencia del 12-28% 8 8% 182 para van Poppel la

enfermedad progresd en el 39.2% de los pacientes con invasion microvascular
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contra el 6.2% de los que no la tenian, objetivdandose en el analisis multivariable
como el mas importante factor prondstico de supervivencia libre de

d*®°, Otros estudios corroboran estos datos, asociandolos con tumores

enfermeda
de mayor estadio T, afectacidn ganglionar y a distancia, de mayor grado e incluso

con mayor nimero de margenes positivos quirdrgicos #2.

5.2.8. Respuesta Inflamatoria.

La importancia pronostica de la infiltracidon por células mononucleares en el tumor

183 informan de la doble probabilidad de

renal es controvertido. Webster y col.
morir por CCR en pacientes que presentaban infiltracion monocitaria tumoral
comparados con los que no la tenian, incluso tras ajustar el resto de variables.
Kolbeck '®* muestra la probable relacién existente entre la infiltracién mononuclear
tumoral, concretamente de células T con la recurrencia tumoral, el alto grado y

estadio patoldgico.

Fig. 11. Infiltrado mononuclear intenso en CCR de células claras (H-E 10X)
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5.2.9. Biomarcadores Moleculares.

Se define biomarcador como una caracteristica evaluable y medible de forma
objetiva como indicador de un proceso bioldgico normal o patoldgico o una
respuesta farmacoldgica a una intervencién terapéutica. Se han clasificado los
marcadores segun la funcién que desempefien, asi, existen marcadores de riesgo,
marcadores de deteccion precoz y marcadores de seleccién y prondstico.
Independientemente de su funcidn, van a categorizarse basdndose en la fuente del
marcador (tejido, suero, orina), el significado clinicopatolégico o estructura
bioguimica que marque (tipo histoldgico, progresién, supervivencia, proliferacion,
regulacion del ciclo celular, via de la hipoxia ..) y su valor diagndstico vs
pronéstico®.

Marcadores estudiados en el CCR '#> 18 1%7.
e De apoptosis:
- Bax
- BCL2
- BIRC5 (Survivina)
- CLU (Clusterina)
- CTSD (Catepsina D)
- DIABL O (Direct IAP binding protein with low pl)
- IGF 1 R (Receptor del factor de crecimiento de insulina)
- VEGF-A(Factor de crecimiento del endotelio vascular)
e De degeneracioén de la matriz extracelular:
- MMP2 (Metaloproteasa de matriz-2)
- MMP7(Metaloproteasa de matriz-7)
- MMP9(Metaloproteasa de matriz-9)
- Laminina
- Colageno IV
- Fibronectina
- PLAU (uPA)(Activador del plasmindégeno de tipo uroquinasa)

- PLAUR(Receptor del Activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa)
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- SERPINA I (PA ) (Serine proteinase inhibitor)
e De regulacién del ciclo celular:

- P21

- CAVI (Caveolina-l)

- CDKNIB (p27, Kip 1)

- EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico)

- GMNN (Genminina)

- MCM 2 (proteina MiniChromosomeManteinance)

- MK 167 (Ki-67)

- NME I (nm 23)

- PCNA (Antigeno nuclear de proliferacion celular)

- RBI(PRb) (Proteina del retinoblastoma)

- PRDX2 (peroxiredoxina2)

- SDT 1 (Espermina)

- SKP2

- TIMP 1(Inhibidor de tejido de metaloprotesasa de matriz-1)

- TIMP 2 (Inhibidor de tejido de metaloprotesasa de matriz-2)

- TP53(p53)

- AgNOR (proteinas asociadas a las regiones organizadoras nucleolares
argirofilas)

- PTEN (Fosfatasa y homdlogo de tensina delecionado en el cromosoma 10)

- STAT (proteinas transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion)

- p-AKT

- CyclinaA

- 56Kinasa

e Proliferacion:

- K67

- PCNA (Antigeno nuclear de proliferacidon celular)

- AgNOR (proteinas asociadas a las regiones organizadoras nucleolares
argirdfilas)

e Regulacidon de la respuesta inmune.

CCL4 (MIP IB) (B-quimioquina)

- CCL5 (RANTES) (B-quimioquina)
- CD274(B7-H1)

- CXCL9 (MIG) (a-quimioquina)

- CXCL 11 (I-TDC) (a-quimioquina)
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CXCR 3 (IP10) (a-quimioquina)
SPP1 (osteopocitina)
VTCN | (B7-H4)

e Moléculas de adhesion celular.

CDH 6 (Cadherina 6)

CDU 4 (

CTNNA 1(gen humano de la a-catenina-1)
CTNNB 1 (gen humano de la B-catenina-1)
CTNNG (gen humano de la y-catenina)
MUC1(EMA) (mucina epitelial humana)
MUC1- 6 (CA125)

L1CAM (Molécula de adhesidn celular L1)
TACSTD 1 (Ep-Cam)

e Factores inducidos por hipoxia.

CA IX (Anhidrasa carbdnica-9)

EN 6 (Endoglina)

HIF 1(Factor inducido por hipoxia-1)

CA XII (Anhidrasa carbodnica-9)

VEGF

VEGFR (Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular)

IGF-1(Ffactor de crecimiento de insulina-1)

e Miscelaneas.

AQP1 (Aquaporina-1)

ADFP (proteina relacionada con la diferenciacion adiposa)
DPYD (DPD) (Dihidropirimidina dehidrogenasa)

EBA 69

ECGF1 (TP) (Factor de crecimiento celular endotelial-1)
FHIT (Fragile histidine triad)

IMP3 (Insulin-like growth factor Il mMRNA-binding protein 3)
HLK6 (HK6)

NME (CD10)

NUDT 6 (bFGF) (factor basico de crecimiento de los fibroblastos)
PT6S2 (COX2)

VHL (Von Hippel Lindau)

VIM (Vimentina)
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- Ferritina

- NMP-22 (Proteina de matriz nuclear-22)
- Neopterina

- TAT1 (Protein transportadora de aminodcidos)
- TPS (Tissue polypeptide specific antigen)
- Gamma-Enolasa

- Piruvato Kinasa tipo M2

- iINOS (sintasa inducible del acido nitrico)
- Receptor Tirosine Kinasa EphA2

- TS

- (D10

- CD154

- Vinculina

- Gelsolina

5.2.9.1. Marcadores de Apoptosis.

e BCL-2. El gen bcl-2 codifica una proteina conocida por inhibir la apoptosis.
Su inmunoexpresidn varia segun los distintos estadios en el CCR entre el
10 y el 80%. La sobreexpresion sugiere que este gen se implica en la
tumorogénesis y podria explicar la resistencia del CCR a los agentes
quimioterapicos y a la radiacién . Algunos estudios han encontrado una
correlacién de sus niveles de expresién con un mayor grado tumoral, pero

189, 190

no con la recurrencia, metdstasis o supervivencia . La figura 12

muestra tejido de CCR con y sin expresién de este marcador.
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Fig. 12. La primera fotografia muestra tejido tumoral con expresion de bcl-2. En

la segunda se aprecia tejido sin expresion de la proteina.

e Survivina. Proteina que pertenece a la familia de las AIP (proteinas

191, 192

inhibidoras de apoptosis) . En algunos estudios, su expresion resultd

1
%3 No se

un factor predictivo independiente de fallecimiento en el CCR
encuentra en tejido humano normal y se expresa con altos niveles en casi
todos los tumores humanos estudiados, por lo que podria ser una diana

P . 191
terapéutica en el futuro *°*.

5.2.9.2. Marcadores de Proliferacién/Regulacion del Ciclo Celular.

o Ki 67. Proteina nuclear que se expresa en las fases G1, G2, G3 y M del
ciclo celular y ausente en fase de reposo por lo que se considera un buen

1 1 . ./
% 95. Su inmunoexpresion se ha

marcador de proliferacion celular
asociado con estadios clinicos avanzados y con CCR de peor prondstico 196,
En estudios realizados con tumores de bajo estadio (T1) no se encuentra
correlacién con supervivencia. La utilizacién de la expresion de Ki67 en el
CCR como marcador tiene la dificultad de no poder usar analisis

semicuantitativos debido al crecimiento lento de estos tumores,

49



INTRODUCCION

50

precisandose por tanto, valoraciones cualitativas dificiles de realizar como

prueba de rutina *%.

E

Fig. 13. Expresion de ki67 (primera fotografia) frente a no expresion del mismo.

e P21. (wafl/cip1). Proteina tisular, inhibidor de ciclina kinasa-dependiente,
y diana de p53. Aunque existan pocos estudios, parece una potente

185 Actia como

proteina supresora del crecimiento en cultivos celulares
una proteina reguladora del ciclo celular modulando la apoptosis. En CCR,
su expresion, ha obtenido valor prondstico. En tumores localizados, los
altos niveles de p21 nuclear se asocian con mejor prondstico, y en
tumores metastasicos, los altos niveles tanto en nucleo como en citosol se
asocian a peor superviviencia. Niveles elevados de p21 en citoplasma en el
tumor primario fue un factor independiente de mal prondstico en
pacientes con enfermedad a distancia mientras que la expresion de p21

en nucleo en el tumor primario se asocid con mejor prondstico en

pacientes con enfermedad localizada 197,

e P53. Gen supresor tumoral por excelencia, conocido como “el guardia del

genoma”, juega un papel primordial en la regulacién del ciclo celular e

198

induce la apoptosis cuando se dafia el DNA ~°°. Su expresion oscila entre el
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16 y el 57% % 200 201 202 g, sopreexpresidn varia segin los subtipos,
siendo mds importante en los papilares 18 En diferentes estudios se ha
visto que seria un factor predictivo independiente de mal prondstico

199200 5si como de recurrencia tras nefrectomia. Se localiza en el

cromosoma 17p13.1y codifica una proteina de 53KDa 2*.

e P27. Importante regulador del ciclo celular, lo hace a nivel de la transicion
G1/S modulando la accién de una ciclina kinasa-dependiente (ciclina E-
CDK2) *®. Los niveles de p27 aumentan con la célula en reposo y
disminuye con la estimulacién de antigenos, por lo que es posible que su
pérdida de expresion pueda indicar desarrollo o progresién tumoral.
Varios estudios muestran una relacion entre bajos niveles y peores
estadios y mayores grados tumorales, siendo un factor independiente de

204,205,206 | s tymores de células

mal prondstico en CCR de células claras
claras y los papilares expresan p27 mas frecuentemente que los

s 2
cromofobos 28,

e PTEN. El gen supresor tumoral PTEN (phosphatase and tensin homologue
deleted from chromosome 10) se localiza en 10g23 y codifica de forma
dual una proteina especifica y una fosfatasa fosfolipidica que contribuye a
la regulacién de varias sefiales de transduccién que afecta a la
proliferacién, apoptosis y migracion celulares 207 PTEN inhibe Ia
fosforilacién de Shc (Src-homdélogo del coldgeno) tras la estimulacién del
factor de crecimiento epidérmico lo que bloquea la via Ras-Raf-MAPK.
Una segunda accion deriva de su actividad fosfatasa mediante la
defosforilacion e inactivacion de una kinasa de adhesion focal (FAK)
actuando en la interaccion entre la matriz extracelular y el citoesqueleto,
mediante una regulacidon negativa de las integrinas. PTEN actia como
fosfatasa fosfolipidica utilizando como sustrato el 3, 4, 5 fosfatidil inositol

fosfato (PIP3). La ausencia de PTEN hace que la proteina kinasa B
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(AKT/PKB), esté permanente activada por los altos niveles de PIP3, lo que
promueve la proliferaciéon celular. PTEN esta con frecuencia delecionado o
mutado en carcinomas avanzados de otros dérganos (prdstata, vejiga,
melanoma, pulmdn) y su expresion estd siendo investigada en el CCR. La
expresion del mismo se ha objetivado tanto en nilcleo como en

citoplasma y se desconoce el valor prondstico de la expresidn a uno u otro

nivel (Fig. 14, 15y 16).
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Fig. 15. CCR con expresion citoplasmdtica de PTEN (20x)
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Fig.16. CCR con expresion citoplasmadtica y nuclear de PTEN (20x).

52



INTRODUCCION

PTEN se expresa de forma casi ubicua en el citoplasma de células
epiteliales ricas en fosfatasa. Lo hace de forma intensa en células
epiteliales del tubulo proximal (origen del CCR de células claras) de rifién

| 2% Este hecho permite que

normal y muy débilmente en el tubulo dista
PTEN pueda ser considerado un marcador del CCR de células claras y no
de cromdfobos ni papilares, aunque el significado prondstico y sus valores

de expresién aun estdn en estudio.

5.2.9.3 Moléculas de Adhesién Celular.

Las moléculas de adhesion celular (CAM) son glicoproteinas ubicadas en la
superficie celular que constituyen receptores celulares, que también se encuentran
en la matriz tisular y mediante las cuales se efectuan interacciones célula-célula y
célula-matriz. Tienen en un extremo un grupo carboxilo, fijo en el citoplasma y en
el citoesqueleto, una regién transmembranosa, que atraviesa la membrana celular
y un grupo amino-terminal que da la especificidad a la molécula para unirse con
otras CAMs u otras moléculas. Pueden ser de cadena Unica o doble y éstas con
ambas células iguales (homodiméricas) o distintas (heterodiméricas). Existen 5
tipos descritos: Cadherinas, derivados de inmoglobulinas, integrinas, selectinas,

proteoglicanos (poca relacion con el CCR en su uso como marcador).

- Cadherinas: Moléculas monoméricas, que constituyen receptores
homofilicos (se unen a CAM idénticas con ellos) estableciendo contacto
célula-célula. Su accién es calcio-dependiente y temperatura dependiente.

Las mas estudiadas en el CCR son la E-cadherina y la N-cadherina.

- Familias de las inmuglobulinas: Son receptores celulares que incluye un

gran numero de proteinas con diversas funciones. Comparten una region
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de 60-100 aminoacidos entre 2 cisternas dispuestas en 2 bandas
antiparalelas unidas por puntos de disulfuro. Algunas de estas CAMs son
secretadas y dejan de ser receptores de superficie. Pueden ser mono-, di-
o heterodiméricas, homofilicas o heterofilicas y reaccionar con células

homotipicas o heterotipicas.

Entre estas CAMS figuran:

o Inmunoglobulinas.

o Receptores de células T (TCR).

o Receptores CD3 (se asocian al TCR para reconocimiento de linfocitos
7).

o Complejo HLA 1yl

o N-CAMS: Se encuentra en los neuronas.

o PE-CAMS: Se encuentra en las plaquetas y endotelio.

o Receptores del PDGE (factor activador de plaquetas).

o ICAM: (molécula de adhesidn intercelular).

o VCAM: Moléculas de adhesidn vascular.

o Multiples receptores, entre ellos los CD (CD-1, CD-2, CD-3, CD-4, CD-7,
CD-8, CD-19, CD-22, CD-28, CD-31, CD-44, CD-54, CD-58).

Como marcador del CCR se ha estudiado principalmente el CD-44, proteina
implicada en la interaccidén célula-matriz y que se muestra relacionada con el

grado celular y siendo un factor prondstico independiente.

- Integrinas: receptores de membrana heterodiméricas que median
interaccidn célula-célula y célula-matriz, formados por 2 cadenas a y B.

Existen 8 familias B-1 a B-8 integrinas.

- Selectinas o LEC-CAMs: receptores de adhesion monoméricos cuya region
extracelular aminoterminal contiene una porcidn semejante a lecitina, un

dominio parecido al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y varias
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estructuras semejantes a proteinas reguladoras del complemento (LEC:
Lectina-EGTF-complemento). Existen 3 tipos descritos: L-Selectina; E-
Selectina (ELAM-1); P-Selectina, encargada de la adhesién de los fagocitos a
las plaquetas activadoras y al endotelio. Es la mas estudiada en cuanto a su

posible uso como marcador 209, 210,

5.2.9.4 Marcadores de Inmunomodulacion.

eB7H1. Glucoproteina de superficie que actia como molécula
coestimuladora de las células T. La familia B7 se consideran moléculas
relacionadas con las células presentadoras de antigenos, mediante su
unién a las moléculas CD-28 de las células T. La B7H1 ha sido implicada
como potente regulador negativo de inmunidad antitumoral por
induccidn de apoptosis por células T1, disminuyendo la produccion de
citokinas y el efecto citotoxico de las células T activadas 2% 2% 213, se
sospecha un dafio en la funcidn de las células T en caso de expresién

214
aberrante de este marcador. Thompson

mostré que pacientes con
alta carga de expresion de B7H1 tenian 4.5 veces mas probabilidad de
morir por el CCR, también un alto porcentaje de tumores metastasicos

mostraban altos niveles de B7H1 *%°.

La supervivencia libre de
enfermedad a 5 afos fue del 83% vs 42% para pacientes que no
mostraban altos niveles de este marcador con respecto a los que si lo
hacian **®, incluso tras comprobar la progresidon por estadio, grado y

performance status.

e B7HA4. Ligando corregulador de la familia B7, con funcién inhibidora de la
inmunidad mediada por células T. Su expresiéon es normal en células
linfoides; en el CCR se relaciona con hallazgos clinicos y patoldgicos

adversos: sindrome constitucional, necrosis tumoral, mayor tamafo,
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grado, estado tumoral, con una probabilidad tres veces mayor de morir

por el carcinoma renal .

5.2.9.5 Moléculas de degradacién de la matriz extracelular.

En este grupo destacan las metaloproteasas de matriz (MMP), enzimas
proteoliticos Zinc-dependientes capaces de degradar los componentes de la
matriz celular. Los dos mas relacionados con el CCR son los tipos 2 y 9 (MMP-2 y

MMP-9, ambos asociados a mal prondstico tumoral 2% 219220,

5.2.9.6 Otros marcadores.

e Gelsolina. Es un miembro de la familia de proteinas de unién a la actina
y se ha relacionado con multiples tumores humanos: vejiga, prostata,

pulmén, mama e intestino 22% 222 223 224, 225

. En células no neoplasicas la
gelsolina actua en los cambios dindmicos en el citoesqueleto uniéndose a
la actina y favoreciendo la motilidad, asi mismo, también se ha
descubierto su relacion con vias de sefializacion y apoptosis. En el rifidn
adulto normal se expresa ampliamente en el tdbulo distal y en los
conductos colectores. En tumores de otros érganos se ha descrito tanto
infra como sobreexpresién de la misma, pero a nivel renal tendria una

funcién supresora tumoral y su infraexpresidn marcaria un peor

e 224
pronostico *°.

5.2.9.7 Moléculas inducidas por hipoxia

e Anhidrasa Carbodnica IX (CAIX).

La anhidrasa carbdnica IX, también llamada G250, juega un papel fundamental

en la regulacion del pH intra y extracelular en periodos de hipoxia en células
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tumorales **°. En 1999 Murakami y col. **’ observaron que la expresién del
marcador tisular MN/CA9 (actualmente denominado CAIX) podia ser un
potencial biomarcador diagndstico en el CCR de células claras. CAIX esta
ausente en la mayoria de los tejidos humanos normales con la excepcion de las
células del epitelio de la mucosa gastrica, pancreas y conducto biliar, mientras
que se expresa de forma muy importante en el carcinoma de células renales
de células claras, y no asi en tejido renal normal, por ello, su expresién puede

ser Util como biomarcador 2% 2%

. Su expresioén en la célula tumoral renal se
halla bajo el control del factor inducido por hipoxia. Ademas de en los CCR de
células claras, también se pone de manifiesto, aunque en menor grado, en el
papilar y en el fusocelular y siempre esta ausente en los oncocitomas y en el

carcinoma de tipo croméfobo 2*°.

CAIX se encuentra en la cascada sobre la que actua el gen VHL. Tiene un papel
supresor y su expresion esta en parte regulada por la hipoxia celular a través
del HIF-1a !, La pérdida de funcién de VHL puede llevar a un acimulo de HIF-

la, con el consiguiente aumento de CAIX 231, 232

Multiples informes avalan la positividad de la CAIX en los CCR con expresién de
hasta el 94% de las muestras, siendo positivas tanto en tejido renal tumoral

7 . 197 2
como en metastasicas 37, 33.

Un punto de corte para pronosticar
supervivencia es el 80%, de tal forma, que los niveles menores se comportan
como factor independiente de mal prondstico y peor supervivencia en CCR de

células claras metastasicas 23

. En pacientes no metastasicos con alto riesgo de
progresion, su baja expresion también predice una peor evolucion similar a los

pacientes con enfermedad metastdsica 197,

Su expresion también ha servido para predecir la posible respuesta a

tratamiento con IL-2 %3, Bui y col. observaron que todas las repuestas
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completas al tratamiento (8%) fueron pacientes con altos niveles de expresion
(>85%) en el tumor primario. Otros autores confirmaron estos hallazgos,
verificando una probabilidad del doble de respuesta a IL-2 cuando la expresién

estaba por encima de este punto de corte 2*

. Estos hallazgos permiten que la
inmunoexpresion de este marcador pueda ser util para la seleccion de
pacientes para estos tratamientos al tener una mayor probabilidad de
respuesta. Asi mismo estas observaciones podrian explicar por qué los
pacientes con tumores papilares y croméfobos, los cuales expresan menos o
no expresan CAIX tienen una escasa respuesta a tratamientos con IL-2. Gilbert

235 también detectaron la expresion de CAIX en sangre periférica

y col.
mediante RT-PCR estando su presencia asociada a una menor supervivencia
libre de enfermedad, de tal forma que podria considerarse un marcador

cancer-especifico.

Recientemente se han publicado varios estudios con tratamientos en fase |
basados en vacunas obtenidas de péptidos derivados de CAIX. Uemura *3°
obtuvo 3 respuestas parciales y 6 estabilizaciones de la enfermedad en 23
pacientes tratados sin efectos secundarios adversos. Bleumer %>’ en un estadio
fase | investiga el uso de células dendriticas cargadas de péptidos CAIX en
pacientes con CCR metastasico refractarios a citoquinas, aunque sin respuesta

clinica. Lamers 28

, mediante un receptor tipo anticuerpo de cadena Unica
(SCFv) basado en el anticuerpo monoclonal G250 que reconoce un epitope de
CAIX introducido mediante retrovirus en linfocitos T autdlogos, realizd un
tratamiento a 3 pacientes con CCR metastatico. Se asocid dicho tratamiento a
IL-2 observando citolisis especifica de las células marcadas con CAIX ®) en
todos los pacientes junto con la produccién de IFN-y. Sin embargo se produjo
una importante toxicidad hepdtica probablemente por ataque de células T

contra las células del epitelio del conducto biliar, lo que imposibilita el uso de

este tratamiento en estas condiciones.
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Fig. 17. Tejido de CCR con intensa expresion de CAIX (20x).
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6.

ANGIOGENESIS E HIPOXIA.

6.1 ANGIOGENESIS.

Los tumores en su crecimiento necesitan determinadas alteraciones adquiridas
dentro de la fisiologia celular que permitan escapar de la regulacién normal a la
gue la célula no neopldsica estd sometida. Precisan unas sefiales de crecimiento no
autolimitadas, ausencia de sensibilidad a las sefales de inhibicion del crecimiento,
escape al programa normal de apoptosis celular, ausencia de limites al potencial
celular de replicacién, un mantenimiento de angiogénesis que permita el aporte de
nutrientes y oxigeno a las células neoplasicas, invasién de la matriz extracelular y la

posibilidad de migrar y establecerse en otros érganos 239

. Durante la angiogénesis
se desarrollan nuevos vasos desde los ya existentes, en periodo embrionario a
partir de células madres y fibroblastos, y postparto en condiciones de

formacién/reparacién de 6rganos y en procesos patoldgicos (v.g. en neoplasias).

La forma mas frecuente de formacién de nuevos vasos acontece mediante la
formacién de brotes (“sprouting”). En ella se produce una degradacién proteolitica
de la matriz celular y migracién quimiotactica con proliferacién local de células
endoteliales formando inicialmente un endotelio inmaduro que posteriormente

adquiere luz y se hace funcional 240, 241

Existe, asimismo, una angiogénesis
independiente de la proliferacion local de células endoteliales (“Non-sprouting”),
relacionada con intususcepcion de vasos preexistentes, reclutamiento de células
progenitoras endoteliales y formacion de mosaicos vasculares, etc. con gran

importancia en la biologia del cancer %*. (Fig. 18)
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Fig. 18. Vasculogénesis y angiogénesis. Modificado de Ten Dijke P. Nature Reviews Molecular

Cell Biology 2007;8: 857-869.

6.2. REGULADORES DE ANGIOGENESIS.

Conocemos una serie de factores que estimulan la angiogénesis y otros que la
inhiben y de su balance depende el resultado final. El factor estimulante mas

potente conocido es el factor de crecimiento vascular del endotelio (VEGF), una
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familia de proteinas que engloba varias moléculas: VEGF-A, -B, -C, -D, -E y el factor
de crecimiento placentario (PGF). El gen que los codifica se encuentra en el
cromosoma 6 y codifica 4 isoformas diferentes VEGFi;;, VEGFies (forma
predominante), VEGF1g9 Y VEGF,06. Su efecto se inicia al activar una cascada de
sefializacion intracelular al unirse al receptor (VEGFR) de tipo 1 (VEGFR-1 6 FLT-1) o
de tipo 2 (VEGFR-2 6 KDR 6 FLK-1); esto produce una dimerizacidn del receptor, su
activacion y autofosforilaciéon del dominio tirosin-kinasa activando la mencionada

Cascada243,244,245

. La unién al VEGFR-2 es el principal promotor de angiogénesis.
Existe un VEGF-3 cuya funcién estd ligada a procesos fundamentalmente de
linfangiogénesis. Tanto el VEGF como el factor de crecimiento de los fibroblastos
(bFGF) actian sobre la célula endotelial estimulando la formacion de
angiopoyetina-2 (Ang-2) lo que promueve un desprendimiento de los pericitos de
la pared vascular y la desestabilizacién del vaso. Posteriormente se estimula la
sintesis de proteasas con la degradacidn subsiguiente de la matriz extracelular y la
migracién y proliferacion de las células endoteliales. Estas, en los vasos
neoformados, sintetizan factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) que
actua en los pericitos, que sintetizan angiotensina-1 (Ang-1) con accién antagénica
a la Ang-2 con la consiguiente unidn de los pericitos en los nuevos vasos y la
estabilizaciéon de los mismos. La posterior sintesis de factor de crecimiento
transformante-B (TGF-B) provoca la maduracién de los vasos neoformados 4% ¢,
Este ciclo explica que durante la fase de angiogénsis se expresen y se puedan
cuantificar moléculas como las metaloproteasas de matriz (MMP), el activador del
plasminégeno para la degradacidn de la matriz extracelular, las integrinas para la
adhesidn celular o las cadherinas para la estabilizacién y maduracidn de los nuevos
vasos. La figura 19 esquematiza el proceso de maduracion de los hemangiblastos y

algunos de los factores que intervienen. En la tabla 8 se muestra una relacién de

moléculas con efectos en el proceso de angiogénesis.
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Fig. 19. Factores reguladores de la angiogénesis
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Tabla 8. Moléculas que intervienen en el proceso de angiogénesis.

Actividad Inductora

Actividad Inhibidora

Adiponectina

Angioestatina

Adrenomodulina

Antitrombina IlI

Angiogenina

Constatina

Angiopoyetina |

Endostatina

Angiotensina Il

Fibronectina

Endotelinas

Ghrelina

Eritopoyetina

Heparinasas

FGF IFN a, B,V

IL-8 IL4,-12,-18
Leptina Peptido natriurético
MCP-1 PAI

MMPS PEDF

NOS Fragmento de PRL 16KDa
PDGF Retinoides

Resistina Somatostatina

TGF TSP-1

TNF-a

Urotensina Il

VEGF

B-Estradiol

El predominio de factores que estimulan la angiogénesis sobre los que la
inhiben va a dar lugar a que este balance ponga en marcha todas las cascadas
que estimulen la funcién de vasos, y potencia otras cascadas
interconexionadas con esta cuyo resultado es el crecimiento, la proliferacion
celular, la falta de apoptosis y la ausencia de control del crecimiento celular.
Mudltiples situaciones desencadenan este disbalance e inician estas cascadas y
vias de sefializacion y acaban por permitir a la célula no actuar frente a
sefiales inhibidoras y de control celular. De ellas destacan la hipoxia, la
acidosis, la hipoglucemia, diferentes respuestas inflamatorias, mutaciones

genéticas, etc.
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6.3 HIPOXIAY CCR.

La respuesta celular a la hipoxia es un mecanismo de respuesta de
supervivencia celular, que da lugar a procesos de glucolisis, angiogénesis,
vasodilatacién, modificaciones del metabolismo del hierro y eritopoyesis entre
otras. Estos cambios estan moderados por una proteina, el HIF (factor
inducido por hipoxia) cuyos niveles vienen dados por la situaciéon de hipoxia
celular, de tal forma que su interaccién con la proteina VHL determina la
regulacién de otros genes asociados con angiogénesis, adaptacién a cambios

del pH, eritropoyesis, transporte de glucosa, etc.

6.4 BIOLOGIA DEL GEN VHL.

Localizado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25-26), contiene 3 exones
gue codifican la proteina del mismo nombre, de 213 aminodcidos a través de

247,248
b

un ARN mensajero de 4.5 K . El promotor de VHL contiene lugares para

multiples factores de transcripcion como Sp-1, PAX, AP-2 o el factor

249

respiratorio nuclear-1 “*. Se han descrito 2 isoformas de la proteina VHL, una

de 24 a 30 KDa y otra menor, de 18-20 KDa de comportamiento bioldgico

aparentemente similar 230,231

La pVHL contiene 2 subdominios el a vy el B; el primero formado por 3 hélices
a es el que se unird a la elonguina C. El B le sirve para unirse al HIF a través del
dominio de degradacién dependiente de oxigeno (ODD) de este ultimo. La
pVHL precisa, por tanto, de su unidn a otras moléculas para poder ser activa
en el interior de la célula. Una de ellas es la elonguina, consistente en un
heterodimero formado por 3 subunidades. La elonguina A es una subunidad
transcripcionalmente activa y las subunidades B y C son reguladoras del
complejo. La pVHL, mediante su dominio a, se une especificamente a la
elonguina C mediante un segmento de 13 aminoacidos, que son idénticos a la

elonguina A, de tal forma que existiria, al menos tedricamente, una
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competencia entre pVHL y elonguina A. Una vez formado el complejo pVHL-
elonguina C-elonguina B, éste se une a una cuarta proteina, la Cul2, un
miembro de la familia de proteinas Cdc53, paso previo imprescindible al
proceso de ubiquitinizacién necesario para la degradacidn del complejo por el
proteasoma. Finalmente todo el complejo pVHL-elonguina C-elonguina B-Cul2
interacciona con la proteina Rbxl momento en el cual es posible la

22,253 (Figura 2). El papel final de todo este

ubiquitinizacidn en el proteasona
complejo  pVHL-elonguina-B-elonguina-C-Cul2-Rbx1, es la regulacién

intracelular de los niveles de HIF en condiciones de normoxia e hipoxia (Fig.

20).
Normoxia Hipoxia Pérdida de Funcion de VHL
T e | e |
02 Prolyl 4 02 Prolyl 4
Hidroxylasa Hidroxylasa

T

+++
@ Transcripcion
Gen
Proteasoma
HIF1 HIF2
e NG
— —~
VEGF GLUT1 PDGF CAIX CXCR4 TGFa

Fig. 20.- Mecanismo de induccion de la proteina HIF y activacion de genes diana en
condiciones de normoxia e hipoxia.
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6.5. HIFY VIA DE RESPUESTA A LA HIPOXIA.

La hipoxia es una reduccion de los niveles normales de la tension de oxigeno.
Este hecho sucede de forma normal en multiples patologias benignas, pero
también a nivel tumoral, puesto que las células tumorales en su crecimiento
se alejan de los vasos existentes con el consiguiente descenso de la
oxigenacion. El mediador clave en todo el proceso de cascadas intracelulares
gue surgen como respuesta a esta hipoxia es el HIF. Existe una relacion directa
entre la disponibilidad de oxigeno y la activaciéon de cascadas transcripcional

25425 Un enzima, la

es que regulan muchas de las respuestas a la hipoxia
prolil-hidroxilasa, que utiliza el oxigeno como substrato es capaz de modular
su actividad segun la concentracidon de oxigeno en el medio en condiciones

fisioldgicas.

El HIF es un heterodimero que consta de 2 cadenas, una subunidad a y una B.
La a cuya concentracion es O,-dependiente esta situada en el citoplasma, y la
B que se expresa de forma constitutiva, es independiente de la concentracion
de oxigeno. Ambos son miembros de la subfamilia PAS (Per/ARNT (aryl
hydrocarbon nuclear transporter)/Sim) de factores de transcripcion bHLH
(basic helix-loop-helix). Han sido descritas 3 isoformas de la subunidad a vy
otras 3 de la B. HIF-1a es una proteina de 826 aminoacidos y unos 120kDa,
HIF-2a tiene 874 aa y 115 kDa y HIF-3a 668 aa y 73kDa **°. Aunque las
secuencias proteicas de las subunidades HIF-1a (EPAS1) y 2a (MOP2) son muy
similares, ambas se expresan por loci individuales vy estdn sujetas a las
mismas regulaciones postranslacionales y tienen los mismos genes diana
27258 gin embargo HIF-3a tiene una secuencia de proteinas diferentes y juega
un papel negativo en la respuesta hipodxica, formando parte de un bucle
regulador (feedback) dependiente de la subunidad HIF-la *°. La
sobreexpresién de HIF-2a es importante en el desarrollo del CCR y se ha

28 E| complejo HIF a-B actda

sugerido que es mas oncogénico que HIF-1a
como factor de transcripcién de los diferentes genes implicados en hipoxia

(Tabla 9), variando su actividad segun los niveles de O,.
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Bajo condiciones de normoxia la subunidad a (citoplasmdatica) se encuentra
hidroxilada por medio de la accién del enzima hidroxiprolil-hidroxilasa (HPH).
La hidroxilacién se produce en los residuos Pro 402 y Pro 564 de la subunidad
a, precisando oxigeno molecular y 2-oxoglutarato como sustrato >3 la
hidroxilacidn de un residuo de asparagina de HIF-a bloquea su interaccidn con
el coactivador P300. Ademas, la union pVHL-HIFa se regula por acetilacion del
HIF en Lys 532. En condiciones de hipoxia se produce un descenso de la
actividad de la HPH; el HIF no hidroxilado no se une al complejo VHL por lo
gue se acumula en la célula al no ser degradado, iniciandose la cascada de
eventos previamente descritos. Ademas, en estas condiciones también esta
inhibida la acetilacion del HIFa, lo que también impide la unién de HIF- VHL
complejo. Una vez que aumentan los niveles de HIFa en la célula, éste se
dimeriza con HIF-B, activandose a nivel nuclear y uniéndose a las secuencias
especificas de DNA del promotor “diana”. Es aqui donde se reclutan los
coactivadores necesarios (p300/CBP, Ref-1, Jabl. SCR-1, TIF2, etc), lo que
inicia la expresion de multitud de genes siendo uno de los mas importantes el

VEGF 256, 260
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Tabla 9.- Genes implicados en cascada HIF.

ET-1(Endotelina-1)

FLT-1 MMP-1
VEGF LEPTINA ENDOGLINA
RECEPTOR DE TRANSFERRINA LACTASA VEGF DERIVADO DE GLANDULAS ENDOCRINAS

TRANSFERRINA

LDHA(Lactato deshidrogenasa A)

CcD73

TELOMERASAS INTESTINAL TREFOIL FACTOR DEC-1,-2(Gen deleccionado en cancer esofagico-1
TGF-o,B INTEGRINA B2 CXCR4(Receptor de quimiokinas 4)
ROR-a(Receptor del acido retinoico) IGF-2 CYP3A6(Subgrupo de citocromo P450)

PHa(l)(procoldgeno prolil-4-

hidroxilasa a(l))

ID2(Inhibidor de
diferenciacién/DNA)

CTGF(Factor de crecimiento del tejido conectivo)

PAI-1(Inhibidor 1 del activador del

plasminégeno)

HGTD-P(Human growth and

transformation-dependent protein)

C-MET

PFKFB3 y 4(6-fosfofructo-2-kinasa
/fructosa-2-6-bifosfatasa-3,-4)

EGLN1(HIF-1a prolil-hidroxilasa-
PHD2)

CERULOPLASMINA

PGK-1(Fosfoglicerato kinasa-1)

EGLN3(HIF-1a prolil-hidroxilasa-

CR18/INTEGRINA B2

PHD3)
CITED2(p35srj) HO-1(Heme oxigenasa-1) CAIX
NUR 77 GRP94(proteina regulada por ANP(Péptido natriurético atrial)
glucosa 94kDa)
NIP3 GAPDH(Gliceraldehido-3- ALDOLASA-A, -C

fosfato.deshidrogenasa)

NOS-2(Sintasa del 6xido nitrico-2)

GLUT1,3(Transportador de glucosa
1y3)

ADRENOMEDULINA

MCL-1(Factor de células mieloides-1)

EPO

ADENILATOKINASA-3

MDR-1(multiresistencia a drogas)

ENOS(Sintasa endotelial del acido

nitrico)

RECEPTOR ADRENERGICO al1B

SDF-1(Factor derivado del estroma)

ENOLASA 1

ABCG2/BCRP (Proteina de resistencia del cancer
pulmonar)

De forma similar a lo que sucede en cuadros de hipoxia, mutaciones del gen

261 , , . .
VHL?®* provocan una proteina pVHL andémala, lo que hace incapaz de unirse el

HIF al complejo pVHL-elonguina-B-elonguina-C-Cul2, que da lugar a un
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252 En otros casos las

aumento de HIF intracelular con los mismos resultados
mutaciones afectan al subdominio a por lo que la unién al resto del complejo
estd alterada, originando finalmente la misma situacién de aumento de los

niveles de HIF.

6.6. VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR ASOCIADAS A HIF.

La activacion de HIF-1 no solamente se produce en relacién a la hipoxia ni esta
regulado Unicamente por los niveles de tension de oxigeno tisular. Existen
otros estimulos que en condiciones de normoxia inducen la respuesta de HIF,
entre los que destacan el éxido nitrico, metales de transicidn, radicales libres
de oxigeno, factores de crecimiento, mecanismos de stress o activacion de
oncogenes >*® %% 283 | 5 traduccidn de sefiales en las células cancerigenas es
un proceso muy complejo en general mediado a través de receptores tirosin-
kinasa (RTK). Se han descrito multiples vias de sefializacion intracelular que
trabajan de forma paralela y/o a través de interconexiones entre ellas que
promueven el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las células

tumorales. Tres son las principales:

- Via PI3K/AKT: phosphadyl-Inositol-3-kinasa.
- AKT-mTOR (mammalian Target of Rapamycin).
- Via Ras/Raf/MAP-Kinasa.

6.6.1 Via PI3K/AKT.

AKT (6 PKB) es una kinasa serina-treonina que actia mediando una sefial
intracelular que afecta a multitud de funciones: apoptosis celular,
metabolismo de la glucosa, progresion del ciclo celular, angiogénesis, invasién
celular y metastasis, etc. Una mala regulacién de esta via da como resultado
una proliferacidn incontrolada celular. A este nivel actla el gen y su proteina

PTEN, un gen supresor cuya expresidn se encuentra reducida, ausente,
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mutada o deleccionada en el CCR. Se ha observado pérdida de PTEN en
aproximadamente un 20% de los CCR y LOH (pérdida de heterocigosidad) en

un 27% 2%,

El receptor de membrana puede ser estimulado de diferentes formas: factores
de crecimiento (PDGF, EGF1, NGF, IGF,...), angiotensina Il, Integrinas, Zn,
Insulina, alteraciones oncogénicas, etc. Una vez estimulado el receptor la PI3K
convierte el segundo mensajero fosfatidilinositol (4,5) P, en fosfatidil inositol
(3,4,5)P3 lo que induce la accién de AKT. PI3K es un heterodimero de 2
subunidades, catalitica y reguladora de 110 kDa y 85 kDa respectivamente; la
unidad p110 es homdloga a otras protein-kinasas, y estd compuesta de una
serina-treonina proteina-kinasa y una kinasa con actividad fosforiladora de
fosfoinositidos, de tal forma, que este receptor transmembrana hace que una
sefial extracelular se transforme en una sefal intracelular. AKT tienen especial
afinidad por los fosfoinositidos D3 fosforilados; su activacién da lugar cambios
conformacionales de la proteina fosforildndose en 2 residuos: Tre 308 y
Serina 473, lo que pone en marcha las multiples cascadas mediadas por esta

. 264,265, 266, 267,
via .

- Angiogénesis e invasidn celular mediante eNOS.

- Invasién celular mediante NF-KB.

- Metabolismo de la glucosa mediante regulacién de 6-
fosfofumarato-2 kinasa.

- Regulacion del ciclo celular mediante modulacién de Mdm?2, p21,
p27, ciclina D y via mTOR.

- Apoptosis celular mediante activacidon de FKHR y procaspasas.

Mediante la via PI3K-AKT-mTOR se produce también una regulacién de los

niveles de HIF 23,

6.6.2 Via AKT-mTOR.

La mTOR es una serina-treonina kinasa clave en la regulacion del

crecimiento y la proliferacion celular. Actla directa o indirectamente en los
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procesos, de organizacion de la actina en mitosis, la sintesis de RNAt, la
biogénesis de los ribosomas, y degradacion de proteinas y en funciones de
transcripcién. La inhibicién de mTOR bloquea el ciclo celular en las fases G; a
S: y lo hace inhibiendo la fosforilacién del factor de iniciaciéon de Ia
translocacion de las células eucariotas, la proteina 4EBP-1 y la proteina
p7056 kinasa de ribosoma 405 2°® **°. Ademas actua regulando la sintesis de
proteinas fundamentales en el ciclo celular como la ciclina D; y C-myc. En el
CCR tiene una importancia extrema por la regulacién, cascada arriba, de los
niveles de HIF-1a, de tal forma que la activacién de la via mTOR estimula los
niveles y la actividad de HIF1la en pacientes con pérdida de funcion del gen

VH L270, 271

En pacientes con esclerosis tuberosa, la mutacion de genes TSC1 y TSC2
incrementa la actividad de esta via y altera la sefial de PI3K-AKT a través de

272, 273 Eoio

la regulacion del receptor de PDGF y el aumento de VEGF
demuestra las interconexiones entre mTOR, la activacion de angiogénesis

tanto mediante HIF, como independientemente de este.
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Fig. 20. Interacciones entre vias de sefializacion intracelular asociadas a HIF.
6.6.3 Via Ras/Raf/MAPK (mitogen activated protein kinasa)

Fundamentalmente mediada por el EGF y otros ligandos como la anfiregulina,
el TGFa, el heparin-binding-EGF, la betacelulina, la epiregulina o la
neurogelina G2B, que se unen al EGF-R (6 receptor de tirosin-kinasa tipo 1 o
erbB). Esta via puede ser activada también a través del VEGFR y el PDGFR en
las células endoteliales, de tal forma que juegue un papel fundamental en la
regulacidén de la supervivencia de las células endoteliales durante el proceso
de angiogénesis 2*. Una vez unido ligando y receptor, este ultimo adquiere
dimension dimérica uniéndose a otro similar lo que activa su funcién iniciando
la fosforilacion de la proteina Ras. Esto activa una cascada de fosforilaciones
hasta activar la MAPK, que internaliza esta sefial al nucleo celular activando
otras proteinas (ciclinas las mas importantes) y kinasas ciclina-dependientes

275

gue promueven la division celular “*°. La actividad de HIF-1 estad regulada
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mediante la accién de varias cascadas independientes, de tal forma que tanto
factores de crecimiento como sefiales augénicas pueden desencadenar la
respuesta de HIF-1a, por medio de la via PI3K/AKT asi como por la
Ras/Raf/MAPK, aumentando la sintesis de HIF-1a o su estabilizacién **° (figura

22).

Ras t——— Oncogenes \ \

L PI3K
Raf PTEN - \/|
| - _~AKT
&
MAPK C-SrC GSK3pB

S 4

D= ™

(Estabilizacién de
HIF-1a

Activacion de
Fooacg/\ HIF-1a <

Src: protoncogen que estimula directamente la expresion de VEGF a través de otros
factores

Sintesis de proteina
HIF-1a

Fig. 22. Mecanismos de regulacion de HIF.

6.7. FUNCION DEL VEGF Y VEGFR.

El VEGF es probablemente el factor estimulante mas estudiado en relacién al
proceso angiogénico. También conocido como factor de permeabilidad
vascular (VPF) es una glucoproteina dimérica de 34-36 kDa perteneciente a la
familia de factores de crecimiento PDGF (factor de crecimiento derivado de
plaguetas). Se han descrito 6 subtipos VEGF-A,-B,-C,-D,-E y el factor de
crecimiento placentario (PGF). Estd codificado su gen en el cromosoma 6
(6p21,3) y lo hace a través de 6 isoformas diferentes VEGF-121, -145, -165, -183, -189,

243, 244, 245, 276

206, Siendo la 165 la mas importante . El mediador mas potente en
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este proceso de angiogénesis es el VEGF-1y en general es al que se refiere la
literatura cuando soélo se menciona VEGF. Sus acciones se llevan a cabo a
través de la unidn a receptores (VEGFR), con 3 tipos descritos (VEGFR-1, -2, -3)
de los que el tipo 2 es el mdas implicado en procesos de angiogénesis. La

afinidad ligando-receptor se muestra en la tabla 10.

Tabla 10. Afinidad ligando-receptor del VEGF.

MIEMBRO DE LA FAMILIA RECEPTOR FUNCION
VEGF- A VEGFR-1 Angiogenesis
VEGFR-2 Mantenimiento vascular
Neuropilina-1
VG VEGFR-1 No establecida
VEGF-
GF-C VEGFR-2 Linfagiogénesis
VEGFR-3
VEGF-D VEGFR-2 . ., .
VEGER-3 Linfagiogénesis
i VEGFR-2
VEGF-E (factor virico) Angiogenesis
PIGF VEGFR-1 Angiogénesis e
Neuropilina-1
inflamacion

Asi como el papel de VEGFR-2 parece claro y se expresa a niveles elevados en
células endoteliales inmersas en procesos de angiogénesis y en células madre
de médula dsea, el rol de VEGFR-1 no esta establecido. Se sabe que VEGF se
une a éste con una afinidad 10 veces mayor que a VEGFR-2 pero la sefial

1 2”7 Incluso se ha propuesto que actua

transducida es extremadamente débi
como receptor “senuelo” que secuestraria VEGFR evitando su unién a VEGFR-
2. VEGFR-1 induce la accién de uPA (activador de plasminogeno tipo
urokinasa), TPA (activador de plasminogeno tisular) y MMP-9, lo que podria
facilitar la invasion de la matriz extracelular. El mecanismo de accion mas

habitual de VEGF es paracrino, es decir, las células que segregan este factor no
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son las que en su superficie tienen su receptor y si células préximas a ellas.
Asi, las células endoteliales inmersas en procesos de angiogénesis son ricas en

278 La unién extracelular de

VEGFR pero ellas escasamente producen el factor
VEGF a su receptor ocasiona una dimerizacion de éste que lo activa, se
autofosforila el dominio tirosin-kinasa (intracelular) dando lugar a toda una
serie de cascadas de sefiales intracelulares relacionadas con la permeabilidad
vascular, la supervivencia endotelial, la migracién de ésta, su proliferacién o el
aumento de supervivencia de la célula tumoral. La proliferacién celular
descontrolada se debe a activacion de oncogenes o a inactivacion de genes
supresores tumorales, por anormal sefalizacién a respuesta de factores de
crecimiento (myc), amplificacién de sefiales de receptores de crecimiento
(erb-B/EGFR, met), a la interferencia en la regulacion del ciclo celular (ciclina D

y E, p27, p53, p12b) o a la inhibicién de la apoptosis (p53, Bcl-2) 273 272280 g

e
sabe que pueden existir receptores para el VEGF a nivel Unicamente
intracelular, sin que se exprese la parte extracelular del receptor, lo que
implicaria  un mecanismo de accién intracrino. Tiene importantes
implicaciones desde el punto de vista terapéutico, puesto que los farmacos

gue bloquean los ligandos antes de su unién al receptor no serian eficaces en

estos tumores 277.

Las neuropilinas-1 y 2 son receptores transmembrana sin actividad tirosin-
kinasa con afinidad para VEGFies, y actuarian modulando la angiogénesis y
como co-receptores de VEGFR-2, lo que abre otra nueva via de posibles
farmacos antitumorales, al igual que el bloqueo de otros activadores del
VEGFR, PIGF (factor de crecimiento placentario), PDGF o bFGF. Otra funcién
de VEGF es supervisar la respuesta inmune antitumoral. Las células dendriticas
son células que presentan antigenos a los linfocitos T y B estimulados. Se ha
demostrado “in vitro” que VEGF impide la maduracién funcional de estas
células desde sus precursores hematopoyéticos, inhibiendo por tanto su

funcién inmunoldgica 278,281
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Modificado de Cancer Res. 2002 15;62:4123-31.

Fig. 22. Interacciones entre las diferentes isoformas de VEGF y los distintos receptores

y cascadas activadas.
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Las funciones del VEGF se resumen en la figura 23.

Hipoxia, pH, factores de crecimiento, hormonas

PRODUCCION DE VEGF POR EL TUMOR

CELULAS ENDOTELIALES CELULAS ENDOTELIALES LINFATICAS

Proliferacion  Migracién Supervivencia Permabilidad

Proliferacion

EFECTOS SOBRE INMUNOCITOS

ANGIOGENESIS '

\ 4

LINFANGIOGENESIS

RESPUESTA INMUNOLOGICA

|

CRECIMIENTO DEL TUMOR Y ACCESO DE LA QT NIVELES DE OXIGENO
LAS METASTASIS A LOS TUMORES TUMORAL

METASTASIS
TUMORALES

SUPERVIVENCIA
TUMORAL

Fig. 23. Funcion de VEGF en el proceso oncogénico.
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6.8 DENSIDAD MICROVASCULAR (DMV).

La cuantificaciéon de los procesos de angiogénesis tumoral puede ser un

282,283 5@ han descrito multiples variantes dependiendo

marcador prondstico
de la proteina utilizada para el marcaje de los vasos neoformados, de tal
forma que se han utilizado como marcadores de las células endoteliales el

282, 283, 284, 285
1 252 25222 GQu valor ha

factor VIII, CD34, CD31 y la endoglina entre otros
sido demostrado en tumores en estadios avanzados y con evolucién
desfavorable en pulmén, vejiga y prostata, pero en el CCR los datos existentes
son contradictorios, de tal forma que CCR agresivos pueden o no marcar

286, 287, 288 posible que la DMV cuantifique mds un

valores altos de DMV
aumento de demanda metabdlica y no un aumento de actividad angiogénica.
Se ha identificado 2 diferentes tipos de microvasos en el CCR, unos mas
indiferenciados que marcan CD31+/CD34- vy otros diferenciados
(CD31+/CD34+). Se ha postulado que una alta DMV de vasos indiferenciados

se asociaria a tumores de indiferenciados y peor supervivencia **.
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Fig. 24. Tejido tumoral con alta densidad microvascular (Tincién para CD31. 10x).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1. HIPOTESIS.

El CCR, con una incidencia anual de 4,5-5/100.000 habitantes, es la
enfermedad oncoldgica del aparato urinario mas letal. En las ultimas décadas ha
aumentado la incidencia del CCR siendo diagnosticados mayoritariamente en
estadios T;-T, y, por lo tanto, tributarios de ser tratados con intencién curativa
mediante cirugia. A pesar de ello, la tasa de mortalidad especifica no se ha
modificado y cada vez es mas evidente que en una subpoblacidén de carcinomas
confinados en el rindn el tratamiento quirdrgico no es suficiente para controlar la
enfermedad y se muestra la necesidad de estrategias multimodales. Los factores
prondsticos convencionales, clinicos y patolégicos, se han mostrado insuficientes
para definir la categoria de carcinomas renales que precisaran de acciones

terapeuticas adyuvantes a la cirugia.

Los importantes avances en el conocimiento de la biologia del CCR han
permitido identificar moléculas que se relacionan con la carcinogénesis y la
progresidon de este tumor. El desarrollo de anticuerpos para estas moléculas hace

posible determinar su expresién tumoral.

Nuestra hipétesis de trabajo se basa en que el perfil molecular definido con
la inmunoexpresiéon de moléculas implicadas en la carcinogénesis y progresion del
CCR tratado con intencién curativa mediante cirugia, sirva de forma aislada o
asociado a factores prondsticos conocidos para predecir la progresién y por lo
tanto para definir categorias tumorales tributarias de estrategias terapeuticas

multimodales.
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1.2. OBJETIVOS

I. Determinar en el CCR tratados mediante cirugia, el valor predictivo de

prondstico del perfil molecular definido por la expresion de:

e Anhidrasa carbdnica IX (CAIX).

e Factor de crecimiento vascular del endotelio (VEGF).
e PTEN.

e P-AKT.

e (D31 como marcador de densidad microvascular.

o Ki67.

e Bcl2.

Il. Determinar en el CCR tratados mediante cirugia, el valor predictivo de

prondstico del perfil patolégico tumoral.

lll. Valorar en el CCR tratados la relacion entre factores prondsticos

patolégicos y moleculares.

82



MATERIAL Y
METODO

XX
83



MATERIAL Y METODO

Il MATERIAL Y METODO.

1. MUESTRA.

Estudio de cohortes clinica retrospectiva realizado en 148 muestras de
carcinoma de células renales sometidos a cirugia con intencién curativa en el
Servicio de Urologia del Hospital Universitario Principe de Asturias de Alcald

de Henares (Madrid) entre enero de 1989 y diciembre de 2006.

El diagndstico se llevd a cabo mediante pruebas de imagen, ecografia o
urografia intravenosa en algunos pacientes, confirmandose la presencia de la
tumoracion mediante tomografia axial computerizada o resonancia magnética
en pacientes con alergias a contrastes yodados. El estudio de extensién se

realizé6 mediante el mencionado TAC y radiografia simple de térax.

El Unico tratamiento al diagndstico consisti6 en la cirugia mediante
nefrectomia radical o con cirugia conservadora (tumorectomia o nefrectomia
parcial) cuando existia indicacidon de la misma, la indicacién de esta fue en
tumores menores de 4 centimetros, tumores multiples, ausencia anatémica o
funcional de rindn contralateral que pudiera poner en riesgo ese rifidn
posteriormente o presencia de insuficiencia renal en el momento del
diagndstico. Se realizd linfadenectomia hiliar simple en el mismo acto

quirurgico.

El estudio histopatoldgico permitid la clasificacion tumoral segin las normas

TNM de 2002 y su gradacion segun la clasificacién de Fuhrman.

El seguimiento de llevé a cabo mediante pruebas de imagen, TAC y ecografia

alternantes de forma periddica, radiografia simple de térax y parametros
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bioquimicos para control de la funcién renal, bioquimica hepatica y fosfatasa
alcalina para descartar afectacion dsea. Sélo se realizaron pruebas especificas
como gammagrafia ésea o TAC craneal si existia sospecha clinica, bioquimica o

de otro tipo de afectacién metastasica.

2. VARIABLES CLINICAS.

e Edad: Se considera la edad del paciente en el momento de la intervencién
quirargica.

e Estadio Clinico: Se incluyeron los pacientes en cualquier estadio clinico,
metastdsico o no, T14, No, Mo.1 segun la clasificacion TNM de 2002. Los
estadios M; incluidos son aquellos en los que se realizd cirugia de las
metdstasis existentes. Se excluyeron los casos en estadio M; en el estudio
estadistico para el cdlculo de tiempo libre de enfermedad.

e Expresion clinica al diagndstico: Se considera la categoria de carcinoma
incidental sin expresién clinica derivada del tumor y carcinoma sintomatico,
con sintomas derivados del tumor.

e Evolucidn: El seguimiento se hace con pruebas de imagen, radiografia de
térax, TAC abdominopélvico y se considera la recidiva-metdstasis, sobre los

datos especificos obtenidos con estas pruebas.

3. ESTUDIO PATOLOGICO.

La valoracion histoldgica fue realizada en todos los casos por el mismo
patélogo (Dra. A. Blasco Martinez), reevaluando las preparaciones que
previamente podian haber sido valoradas por otros patdlogos. Se clasificaron
las muestras de acuerdo a la clasificacion TNM patoldgica de la UICC de 2002

si previamente se habian estadificado con versiones previas y se hizo el
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diagnodstico histolégico de los tumores segun la clasificacion de la OMS de

2004. En el estadio patoldgico se valora:

- Extension tumoral (pT).

- Colonizacion linfatica parabhiliar.

- Tipo histolégico (OMS).

- Grado de diferenciacién (Fuhrman)

- Densidad microvascular.

El estudio inmunohistoquimico se llevd a cabo mediante técnicas de TMA

(tissue microarrays).

4. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

4.1 CONSTRUCCION DE LA MATRIZ DE TEJIDOS.

En cada tumor se seleccionaron dos zonas diferentes en el bloque de tejido
(bloque donante). Por medio del "tissue arrayer" (Beecher Instruments, Silver
Spring, MD, EE.UU.) se procedid a extraer un cilindro de tejido tumoral de 1 mm
de didmetro de cada zona marcada. Estos cilindros tisulares se dispusieron
ordenadamente en un bloque de parafina vacio (bloque receptor). A partir de
este blogue se obtuvieron las secciones tisulares de 4um sobre las que se

realizaron las técnicas de inmunohistoquimica.

4.2 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LA EXPRESION PROTEICA.

Se realizé mediante el sistema de visualizacion Envision Dual-Link (Dako)
utilizando anticuerpos monoclonales de ratdn o policlonales de conejo frente a
la serie de anticuerpos establecida. Brevemente, tras la desparafinizacion e

hidratacion de los tejidos en una serie de alcoholes decrecientes hasta el agua
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destilada se procedid a la inhibicion de la peroxidasa endégena durante 10
minutos. A continuacién, las muestras se lavaron con agua destilada y se realizé
el desenmascaramiento antigénico con EDTA a 1502 C durante 45 minutos.
Posteriormente, las muestras se lavaron de nuevo en agua destilada y a
continuacion en tampdn Tris pH=7,4 a temperatura ambiente. Se realizd la
incubacion con el anticuerpo primario. Las muestras se lavaron en tampén Tris
pH=7,4 y se anadid el anticuerpo secundario conjugado. Por ultimo, las muestra
se lavaron en tampdn Tris pH=7,4 y se revelaron mediante la aplicacién del
cromégeno diaminobencidina, durante 5 minutos. Con el fin de visualizar los
nucleos, se realizé contratincidon con hematoxilina. Este procedimiento se realizé

utilizando el inmunotefiidor automatico Techmate500 (Dako).

Para el estudio inmunohistoquimico, se empled la siguiente bateria de

anticuerpos:
PTEN: Novocastra, clon 28H6, dil. 1:500.

pAKT: Abcam pcl, policlonal de conejo frente a AKT1, phospho T308, dil.
1:50.

VEGF : Dako, anticuerpo monoclonal de ratén clon VG1, dil. 1:25.
CAIX: Abcam pcl, policlonal de conejo, dil. 1:1000.

Bcl-2: Dako, clon 124, dil. 1:50.

Ki67: Dako, clon MIB1, dil.: 1:100.

DMV: CD31 endothelial cell, clon JC70A, Dako, monoclonal, prediluido.
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4.3 MEDIDA DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA.

e CAIX: Se valora la expresion de membrana, objetivando el porcentaje de
células que expresan el marcador. El punto de corte discriminativo es el
50%, de tal forma que se considera negativo si menos del 50% de las

células lo expresan, y positivo en caso contrario.

Fig. 25. Tincion positiva para CAIX frente a no expresion del marcador (20x).

e VEGF: Se valora la expresién citoplasmica, objetivando la intensidad de
la tincién en al menos el 50% de la celularidad. Se considera negativa

cuando menos del 50% de las células se tifien.

Fig. 26. Tincion positiva para VEGF frente a no expresién del marcador (20x).
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e DMV: La valoracion de la densidad microvascular se realizd en cada

caso sobre las areas de inmunotincién para CD31 mas intensa ("hot
spots"), es decir en las zonas con mayor microvascularizacién. En estas
zonas se contaron el n2 de estructuras microvasculares por campo de
gran aumento (objetivo 40x), en tres campos y luego se hizo la media. La
unidad de medida seria por lo tanto el numero de estructuras
microvasculares por campo de gran aumento. Se contabilizaron
individualmente los vasos claramente delimitados unos de otros. Las
imagenes de vasos sinusoidales y anastomosados con ramificaciones se
contabilizaron como un Unico vaso. No se consideré necesaria la
presencia de una luz vascular definida para contabilizar un vaso. Las
células endoteliales aisladas intensamente tefidas también fueron
incluidas en el recuento. Se tomdé como punto de corte para el estudio

estadistico la mediana de los valores obtenidos, siendo ésta de 42.5.
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Fig. 27. Tincion positiva para CD 31 frente a no expresion del marcador (20x).
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e Ki67: Se valora la expresién nuclear. El punto de corte estimado para

considerarlas positivas se fijé en el 20% de los nucleos de la muestra. Se
considera negativa cuando menos del 20% de las células expresan el

marcador y positivo en caso contrario.

Fig. 28. Tincion positiva para Ki67 frente a no expresién del marcador (20x)

e Bcl-2: Se valora su expresion, objetivando el porcentaje de células que
expresan el marcador. El punto de corte discriminativo es el 10%, de tal
forma que se considera positivo si al menos este porcentaje de las

células lo expresan, y negativo en caso contrario.

Fig. 29. Tincion positiva para bcl-2 frente a no expresién del marcador (20x)
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5. ESTUDIO ESTADISTICO

Las variables cualitativas se presentan con su distribucién de frecuencias.
Las variables cuantitativas se resumen en su media y desviacion estandar (DE) o su

mediana y rango intercuartilico (p25-p75).

Se evalud la asociacién entre variables cualitativas con el test de % o
prueba exacta de Fisher, en el caso de que mas de un 25% de los esperados fueran

menores de 5.

Se compararon las variables cuantitativas mediante el test de la t de
Student (en comparaciones de una variable con dos categorias) y las medianas con

el test no paramétrico de la mediana.

En todos los casos se comprobd la distribucion de la variable frente a los

modelos tedricos y se contrastd la hipdtesis de homogeneidad de variancias.

Se estimaron las funciones de supervivencia por el método de Kaplan-Meier
para las variables independientes para el estudio de los eventos: muerte y recidiva.
Se presentan las graficas de las curvas estimadas. La comparacién de las funciones
de supervivencia de los distintos subgrupos se realiz6 mediante el test exacto de
Breslow. Consiste en comparar el numero de eventos observados en cada uno de
los subgrupos con el nimero de eventos esperados en el caso de que la
distribucién de la variable dependiente fuera la misma en todos las categorias

(hipotesis nula ).

Se ajusté un modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox. Este
modelo permite identificar y evaluar la relacién entre un conjunto de variables
explicativas y el tiempo de ocurrencia de un evento (muerte y recidiva) y también
predecir el tiempo de supervivencia de un determinado sujeto a partir de los

valores que toma en las variables explicativas o prondsticas.

91



MATERIAL'Y METODO
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Tasa de riesgo de un sujeto, con valores X=(x1, Xa; .; X,) en las variables
explicativas, en el instante t. Es la variable respuesta que se modeliza. Representa
el riesgo de fallecer ( o recidivar) en el instante t, de los sujetos que tienen un

determinado patrén de valores x en las variables explicativas.

e/ X
Funcién exponencial, cuyo exponente es la combinacién lineal, sin término

constante, de las p variables explicativas X;

hy €

Funcidn de riesgo de referencia (“baseline” o “underlying hazard function”),
que sélo depende del tiempo, llamada asi porque representa las tasas instantaneas

de riesgo de un sujeto hipotético con valor 0 en todas las variables predictivas.

Se evalud la existencia de interacciones, introduciendo las variables
independientes multiplicativas con pruebas de significacién estadistica y se
mantienen en el modelo los términos de interaccién estadisticamente
significativos. Se presentan los “riesgos relativos” ajustados junto a sus intervalos
de confianza al 95%. La interpretacién de los parametros del modelo con signos
positivos indican un aumento de la tasa instantdnea de riesgo, es decir, un peor
prondstico del sujeto para un valor alto de la variable x. Un pardmetro 3 con signo
negativo indica mejor prondstico para un valor alto en la variable x. La contribucién
de una variable x se valora con el exponente eB, qgue es el factor por el cual se
multiplica la tasa de riesgo instantdneo de un sujeto cuando la variable x se
incrementa en una unidad. Este exponente se interpreta como el riesgo relativo en
el instante t de los sujetos. En variables dicotdmicas es pasar de la ausencia (0) a la

presencia (1) del factor x. En variables cuantitativas el incremento lineal de la tasa
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de riesgo cuando se incrementa la variable x en una unidad. Este aumento es
proporcional en todos los valores que toma la variable. Por ejemplo la edad, el
incremento o decremento es igual de pasar de 34 a 35 afios que de 50 a 51 o de 67
a 68 afios. En variables policotomicas (mas de dos categorias) una categoria se
toma como referencia y por lo tanto el RR es de 1. El resto de las categorias se

comparan frente a la de referencia.

Los supuestos bdsicos que deben de cumplir los datos para poder aplicar
dicho modelo son sobre todo de la parte paramétrica ya que la contribucién de las
diferentes variables explicativas en la prediccion de la supervivencia, o mas
precisamente, de la tasa instantdnea de riesgo, es la misma en cualquier momento
de tiempo de seguimiento. La parte no paramétrica del modelo no impone ningun

supuesto sobre la forma de distribucidn de los tiempos de supervivencia.

Se realizé un andlisis estratificado para evaluar la modificacidn de efectos de

las variables clinicas y los marcadores tumorales.

En todos los contrastes de hipdtesis se rechazé la hipdtesis nula con un

error de tipo | o error & menor a 0,05.

El paquete informatico utilizado para el analisis fue SPSS para Windows

version 15.0.
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Il RESULTADOS.

1. ANALISIS DESCRIPTIVO.

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES.
La serie objeto de estudio estda constituida por 145 pacientes diagnosticados
de adenocarcinoma renal en cualquiera de sus variantes. Para el calculo de
supervivencia se tuvieron en cuenta la totalidad de los tumores en
cualquiera de los estadios. Para el cdlculo de los intervalos libre de
enfermedad se eliminaron los estadios M1. El diagndstico se realizé por
sintomatologia relacionada con el tumor o como hallazgo incidental por
pruebas realizadas por otros motivos. Se incluyeron un total de 148

tumores.

Todos los pacientes fueron sometidos a tratamiento quirdrgico mediante
nefrectomia radical o parcial/tumorectomia en casos indicados, entre enero

de 1989 y diciembre de 2006

1.2. CLINICA AL DIAGNOSTICO.
En 64 tumores (43,2%) el paciente fue diagnosticado por su
sintomatologia clinica derivada del tumor. 84 tumores (56,8%) se

diagnosticaron de forma incidental.
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Tabla 11. Clinica al diagndstico

Clinica al N (%)
diagnéstico
Asintomaticos 84 (56,8)
Sintomaticos 64 (43,2)
Dolor 29 (19,6)
Hematuria 36 (24,3)
Pérdida de peso 10 (6,8)

1.3. EDAD.
La edad media de la serie fue de 58,84 afos (rango: 23-83); la mediana fue

de 60,0 anos.

1.4. SEXO.
La distribucidn por sexos de los pacientes diagnosticados se conforma de
la siguiente forma: 96 tumores correspondian a pacientes varones (64,9%)
y 52 a mujeres (35,1%) por lo que la proporcion hombre:mujer en nuestra

serie es de 1.8:1.

1.5. SITUACION.

En el rifdn derecho se diagnosticaron 74 tumores (50,0%), 72 sobre el

rifidn izquierdo (48,6%) y 2 tumores eran bilaterales (1,4%).

1.6. ESTADIO TUMORAL (pT).

El estadio patoldgico de los tumores fue T1, en el 24,3%, T, en el 27,7%,
12 en el 19,6%, T3, en el 18,9%, T3, en 6,8%. No se diagnosticod ningudn pTx.
y el 2,8% fueron pT, . La distribucidn por estadio se muestra en la Figura

30.



RESULTADOS

457 41(27,7%)

40 1 36(24,3%)

35 -

30 29(19,6%)  55(18,9%)
25 -

20 -

15 -

10 -

5 |

0

M n=148

10(6,8%)

i 42,8

Fig. 30. Distribucion por estadio patoldgico (pT).

1.7. ESTADIO GANGLIONAR (pN)

El estadio patoldgico post-cirugia fue pNO en 139 pacientes (93,9%), pN1

en5(3,4%)y pN2en 4 (2,7%). (Fig. 31)

139

Fig. 31. Distribucion por estadio ganglionar (pN).

n=148

m pNO
mpN1
pN2
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1.8. GRADO NUCLEAR.

En la valoracién histopatoldgica del tumor se utiliza la clasificacion de
Fuhrman. La distribucidon de los tumores segun el grado se refleja en la
Figura 32. El 61,4% se consideran de bajo grado (G1+G,) y el 38,6% de alto
(G3+Ga).

80 - 72(48,6%) M n=148
70 -
60 -
50 - 43(29,1%)
40 -
30 -

19(12 8%)
20 - 14(9,5%)

10 | i
0

Fig. 32. Distribucion por grado nuclear.

1.9.  TIPO HISTOLOGICO.

La distribucidon de los tumores segun el tipo histoldgico se refleja en la

Figura 33. No se diagnosticé ningin carcinoma de conductos colectores.
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conductos colectores | 0

CCR quistico multilocular i 4 (2,7%)

CCR croméfobo [ 13 (8,8%)

CCR papilar [ 22 (14,9%)

CCR celulas claras | ————— 10 [73,5%)

i n=148

0 20 40 60 80 100 120

Fig. 33. Distribucion por tipo histolégico

1.10. INMUNOEXPRESION DE CAIX

La valoracién de la inmunoexpresion de anhidrasa carbdnica IX (CAIX) se
realizé en 138 tumores, en 90 de ellos la expresion se considerd positiva,
en 48 negativa; en 10 tumores no fue posible o valorable la tincién. Segun
la intensidad de la expresién en la tincién se obtuvieron los siguientes

resultados, reflejados en la figura 34.

B Tincidn negativa
= Tincidn positiva

No valorable

Fig. 34. - Distribucidn segln expresion de CAIX
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1.11. INMUNOEXPRESION DE VEGF.

La valoracién de la inmunoexpresién del factor de crecimiento vascular del
endotelio se consiguié en 134 tumores, no siendo posible la realizacién en
11 tumores. Se objetiva la expresion citoplasmdtica del marcador,
teniendo en cuenta la intensidad de la tincidn. La distribucidn se refleja en

la figura 35.

115

m Negativo

= Débil
Moderada-intensa
No valorable

11

Fig. 35. Distribucion segin expresion de VEGF.

1.12. INMUNOEXPRESION DE PTEN.

La valoracion de inmunoexpresién de PTEN se realizé en 139 tumores, no
siendo posible la realizacion en 9 de los 148. Se ha cuantificado el
porcentaje de células que expresan el marcador, la intensidad de la
expresion y la expresion de PTEN a nivel citoplasmatico. La figura 36

muestra el porcentaje de células tumorales que expresan PTEN.
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90
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N2 de casos

10 -

84 (60,4%)
42 (30,2%)
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1(0,7%)  1(0,7%) i
0 <25 25-50 50-75 >75

% de células que expresan PTEN

Fig. 36. Distribucion de porcentaje de células que expresan PTEN

M n=139

Se ha valorado la intensidad de la inmunoexpresidon de PTEN en las células

que lo expresan. La distribucion se muestra en la Figura 37. Los

porcentajes se expresan sobre el total de pacientes valorables para el

estudio.

Ne de casos

90
80
70
60
50
40
30
20

10 -

1(0,7%)

81 (58,3%)

12 (8,6%)

42 (30,2%)

i n=139

Débil Moderado
Intensidad de expresion de PTEN

Fig. 37. Distribucion seguin intensidad de expresion de PTEN.

Intenso
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La expresidon de PTEN citoplasmatico es positiva en 31 de las 139 muestras

(22,3%) y negativa en 108 (77,7%).

1.13.  INMUNOEXPRESION DE P-AKT.

La valoracién de inmunoexpresion de P-AKT fue posible en 141 de los 148
tumores estudiados; cuando valoramos el grado de intensidad con el que las
células tumorales expresan el marcador obtenemos los siguientes datos, que

se muestran en la figura 38.

120 109
(77,3%)
100 i n=141
. 80
o
8
S 60
o
ol
Z 40 26
(18,4%)
20 6
(4,3%)

Negativo Débil Moderado/severo

Intensidad de expresion de p-AKT

Fig. 38. Distribucion segun intensidad de expresion de p-AKT.

Si valoramos el porcentaje de células que expresan el marcador en cada uno

de los tumores obtenemos los resultados que se reflejan en la figura 39.
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120 109
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O H
Negativo <25% 26%-50% 51%-75% >75%

Porcentaje de células que expresan p-AKT

Fig. 39. Distribucion de porcentaje de células que expresa p-AKT.

1.14. DENSIDAD MICROVASCULAR.

Para realizar la valoracidon prondstica de la densidad microvascular, se
tomd una muestra representativa de 40 tumores. Se obtuvo una media de

49,05 con D.E de 29,87 (rango 10,6-140,0).
1.15. INMUNOEXPRESION Ki67
La valoracién de la expresion de Ki67 se pudo completar en 138 muestras;

10 muestras no fueron aptas para su andlisis. De esta forma, 127 tumores

(92%) se consideraron negativos y 11 (8%) positivos para este marcador.
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1.16. INMUNOEXPRESION DE BCL-2.

En 138 de las 148 muestras se pudo valorar la expresion tisular de bcl-2.

En 39 casos (28,2%) se considerd positiva 'y en 99 (71,8%) fue negativa.

1.17. SEGUIMIENTO.

El tiempo de seguimiento medio desde el tratamiento quirdrgico hasta el
momento de cerrar el estudio fue de 67,07 meses (S.E: 44,32) con una

mediana de 64,90, rango 3-165,60 meses.

ESTADISTICA ANALITICA.

2.1. SUPERVIVENCIA.

Calculamos la supervivencia en nuestra serie a los 6, 18, 36 y 72 meses. Se
muestran los resultados en la Tabla 12. Mantenemos para el calculo de la
supervivencia 2 pacientes que fueron intervenidos en estadio M1 con
cirugia de las metdastasis. No obstante, estos 3 pacientes no son
computados para el cdlculo de los intervalos libres de enfermedad en los

siguientes apartados.

El porcentaje de supervivencia a los 6, 18, 36 y 72 meses es del 95,8%,

88,5%, 83,8% vy 78,4% respectivamente.
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Tabla 12.  Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses.

6 meses 18 meses 36 meses 72 meses
n n n n
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
134 118 90 56
95,8% (1,7) 88,5% (2,7) 83,8% (3,2) 78,4% (3,8)

En los siguientes apartados se calculan las probabilidades de supervivencia en
nuestra serie en funcién de las diferentes variables clinicas y de la expresién de

los distintos marcadores, realizandose analisis univariante de los mismos.

2.2. SEXO.

No encontramos diferencias significativas en la supervivencia de los pacientes

con diagndstico de CCR en funcidn del sexo (p=0.89). (Tabla 13).

Tabla 13.  Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor sexo.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Sexo n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr(EE) Pr(EE) Pr(EE)

Varon 87 76 56 35 1
95,7% (2,1) 87,9% (3,4)  82,9% (4,0)  81,0% (4,4)

Mujer 47 42 34 21 0,94 1,03
96,0%(2,8) 89,9%(4,3) 85,5%(5,1) 74,6%(6,8) (0,49-2,15)

2.3. EDAD.

En nuestra serie podemos apreciar una diferencia de comportamiento en funcion

de la edad del paciente. Tomando como punto de corte 60 afios, la supervivencia
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es mayor de forma significativa en los pacientes menores de esta edad. (Tabla

14).

Tabla 14. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor edad.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Edad n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr(EE) Pr (EE) Pr (EE)
> 60 afios 60 59 43 24 0,04 2,21
97,0% (2,1)  87,5%(4,1)  80,7%(5,0)  71,4% (6,3) (1,06-4,46)
< 60 afios 72 63 47 32 1
94,8%(2,5) 89,4%(3,5) 86,5%(4,0) 84,6%(4,3)

2.4. EXPRESION CLINICA.

Encontramos una tendencia a un mejor comportamiento en cuanto a

supervivencia, aunque sin llegar a tener significacion estadistica en aquellos

tumores cuyo diagndstico se realiza de forma incidental con respecto a los

sintomaticos en el momento del diagndstico. (Tabla 15)

Tabla 15. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor sintomatologia al diagndstico.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Sintomas al n n n n (IC) 95%
diagndstico Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)

Sintomatico 58 49 39 26 0,053 2,05
95,2% (2,7)  86,9% (4,3)  78,0%(54)  71,4% (6,2) (0,99-4,22)

Incidental 76 69 51 30 1

96,3%(2,1) 89,9%(3,4) 88,3%(3,7) 84,2%(4,5)
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2.5. ESTADIO pT.

Encontramos una clara significacion estadistica en la supervivencia de los
pacientes con CCR en funcién del estadio patoldgico asignado segun la
clasificacién TNM (p<0.001). Se presentan los datos en la tabla 16 por estadios y
agrupamos aquellos que tienen un comportamiento similar con el fin de

aumentar la potencia estadistica.

Tabla 16. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor estadio pT y pT agrupados.
Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
pT n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Tla 36 34 28 13 1
100% 100% 100% 100%
Tlb 41 36 27 17 0,88 21158,12
100% 94,9%(3,5)  91,9%(4,5)  87,3%(6,2) Indeter.
T2 24 20 15 11 0,88 63146,97
88,9%(6,0)  85,2%(6,8)  80,9%(7,7)  69,4%(10,0) Indeter.
T3a 25 20 15 13 0,88 87172,02
96,4%(3,5)  77,1%(8,2)  73,3%(8,75)  73,3%(8,7) Indeter.
T3b 10 7 5 2 0,87  223996,12
100% 77,8%(13,9)  55,6%(16,6)  33,3%(15,7) Indeter.
T4 1 1 0 (-) 0,86  682998,59
33,3%(27,2)  33,3%(27,2) 0% Indeter.
T1 77 70 55 30 1
100% 97,3%(1,9)  95,8%(2,4)  93,5%(3,2)
T2 24 20 15 11 0,006 5,66
88,9%(6,0)  85,2%(6,8)  80,9%(7,7)  69,4%(10,0) (1,66-19,38)
T3a 25 20 15 13 0,001 7,82
96,4%(3,5)  77,1%(8,2)  73,35%(8,7)  73,3%(8,7) (2,45-24,95)
>T3a 11 8 5 2 <0,001 25,06
83,3%(10,8)  66,7%(13,6) 41,7%(14,2)  25,0%(12,5) (7,77-80,77)
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2.6. ESTADIO pN.

Hallamos en esta variable una supervivencia diferente seglin el estadio, de tal
forma que los tumores en estadio NO tienen una supervivencia mayor que los N1
y N2. El comportamiento de los N2 es claramente diferente de los NO y N1 en

cualquiera de los tiempos observados (p <0,001). (Tabla 17).

Tabla 17. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor estadio pN.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
pN n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)

NO 129 114 86 52 1
97,8%(1,3) 90,8%(2,5) 85,8%(3,1) 80,0%(3,9)

N1 3 3 3 3 0,9 1,14
75,0%(21,7)  75,0%(21,7)  75,0%(21,7)  75,0%(21,7) (0,15-8,44)

N2 2 1 1 1 0,001 8,27
50%(25,0) 25%(21,7) 25%(21,7) 25%(21,7) (2,47-27,71)

2.7. TIPO HISTOLOGICO.

La supervivencia en nuestra serie no varia en funcién del tipo histolégico
tumoral, si bien el nimero de tumores en algunos tipos histoldgicos es bajo
(p=0,15). Existe una tendencia en los tumores de tipo papilar a tener una
probabilidad menor de supervivencia a 72 meses si bien no logra alcanzar
significacidn estadistica. El resto de tipos histoldogicos se comportan de forma
similar al de células claras desde el punto de vista estadistico con supervivencias
a 72 meses en los cromofobos y en los quisticos multiloculares del 100%. (Tabla

18.)
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Tabla 18. Supervivencia a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores predictivos. Factor
tipo histoldgico.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Tipo Histoldgico n n n n (I1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Células Claras 99 86 67 46 1
96,2%(1,8)  87,4%(3,3) 82,0%(3,8)  79,0%(4,3)
Papilar 20 18 12 3 0,09 2,03
90,9%(6,1)  86,4%(7,3) 81,3%(8,5) 55,4%(14,1) (0,90-4,56)
Croméfobo 11 9 8 3 0,98  Indeterminado
100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-)
Quistico 4 4 4 4 0,99 Indeterminado
Multilocular 100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-)

2.8. GRADO NUCLEAR.

La supervivencia en nuestra serie es proporcional inversamente al grado nuclear,
de forma estadisticamente significativa (p<0,001), de forma que la supervivencia
es mayor en los tumores de menor grado, asimismo, observamos que al agrupar
tumores de alto (grado 3 y 4) y bajo grado (grado 1y 2), obtenemos analogos

resultados con mayor potencia estadistica. (Tabla 19).

Tabla 19. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor grado nuclear.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Grado Nuclear n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
1 19 19 12 7 1
100% (-) 94,4%(5,4)  94,4%(5,4)  94,4%(5,4)
2 67 65 53 33 0,90 9902,94
97,2%(2,0)  97,2%(2,0)  95,6%(2,5)  91,2%(3,9) Indeterm.
3 40 29 20 14 0,89 52393,93
97,6%(2,4)  80,0%(6,4)  65,6%(7,8)  58,5%(8,4) Indeterm.
4 8 5 5 2 0,88 105692,15
74,1%(12,9) 46,3%(15,0) 46,3%(15,0) 37,07%(14,6) Indeterm.
“bajo grado” 86 84 65 40 1
97,8%(1,6)  97,8%(1,6)  96,5%(2,0)  92,7%(3,3)
“alto grado” 48 34 25 16 <0,001 7,73
92,6%(3,6) 72,7%(6,21) 61,6%(7,0)  53,5%(7,5) (3,32-18,00)
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2.9. SUPERVIVENCIA E INMUNOEXPRESION TISULAR.
29.1. CAIX
Se estudia la supervivencia en relacidon con el porcentaje de pacientes vivos
(con o sin enfermedad) considerando el tanto por ciento de células que
expresan en su membrana CAIX. No encontramos diferencias significativas
en la supervivencia de ambos grupos (p=0,25) (Tabla 20).
Tabla 20. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion de CAIX.
Marcador 6 meses 18 meses 72 meses P HR
CAIX n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr(EE) Pr(EE)
(-) 41 37 18 1
95,6%(3,1) 93,2%(3,8) 84,6%(5,9)
(+) 85 73 33 0,21 1,73
97,7%(1,6) 87,3%(3,6) 75,3%(5,1) (0,73-4,07)
29.2. VEGF
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Comparada la supervivencia de los carcinomas de células renales que

muestran o no expresion de VEGF en citoplasma, obtenemos diferencias

estadisticamente significativas a favor de los que no expresan este

marcador (p=0,001). Consideramos al menos el 50% de las células como

punto de corte para considerarlo positivo. (Tabla 21). La figura 40 muestra

las curvas de supervivencia en relacidon con la expresion de este marcador.
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Tabla 21. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion de VEGF.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
VEGF n n n n (1C)95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(-) 108 98 79 49 1
98,2%(1,2) 92,7%(2,5) 87,8%(3,2) 83,0%(3,8)
(+) 17 11 4 3 0,002 3,76
90,5%(6,4) 67,9%(10,9) 58,2%(13,0) 43,6%(15,90) (1,63-8,64)
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Fig. 40. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia segun expresion de VEGF.

Se realiza también una valoracién de la intensidad con la que se expresa el
marcador cuando éste es positivo, de tal forma que se estratifica en expresién
de forma débil o moderada/intensa. El comportamiento en cuanto a
supervivencia también es claramente diferente, con significacion estadistica

(p=0,002). (Tabla 22).
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Tabla 22. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion de VEGF.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
VEGF n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 108 98 79 49 1
98,2%(1,2) 92,7%(2,5)  87,8%(3,2)  83,0%(3,8)
Expresion débil 12 9 3 3 0,03 3,02
87,5%(8,3) 65,6%(12,6) 65,6%(12,6) 65,6%(12,6) (1,12-8,13)
Expresién moderada- 5 2 1 0 0,003 6,38
intensa 100%(-)  75,0%(21,7) 37,5%(28,6) 0%(-) (1,86-21,88)
2.9.3. PTEN

Se valora la inmunoexpresién de PTEN en 139 casos. Para su estudio se

cuantifica el porcentaje de células que marcan PTEN, estratificado en 5 grupos:

negativo, < 25%, 26-50%, 51-75% y > 75%. Igualmente se estudia la intensidad

con la que las células

Finalmente se objetiva la positividad o no de su expresion citoplasmatica.

2.9.3.1.

lo expresan:

negativo, débil,

Porcentaje de células que expresan PTEN.

moderada-fuerte.

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a

supervivencia cuando estratificamos en estos grupos el porcentaje de

células que expresan PTEN (p=0,96). Dados los datos obtenidos mejoramos

la potencia estadistica reagrupando los datos y fijamos el punto de corte en

el 75% de las células que tifien PTEN. De esta forma tampoco obtenemos

significacidon estadistica en el comportamiento en cuanto a supervivencia

112




RESULTADOS

en nuestra serie (p=0,90). (Tabla 23). Se toma como referencia el grupo

cuyas células mas PTEN expresan para el cdlculo de los riesgos relativos.

Tabla 23. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores

predictivos. Factor porcentaje de células que expresan PTEN.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
PTEN % n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
0% 1 1 1 1 0,99 Indeterminado
100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-)
<25% 1 1 1 1 0,99 Indeterminado
100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-)
25-50% 9 9 7 6 0,49 1,47
100%(-) 100%(-)  80,0%(12,6) 80,0%(12,6) (0,49-4,44)
51-75% 39 33 27 18 0,78 1.12
97,6%(2,4)  87,5%(5,2) 84,8%(57)  74,3%(7,6) (0,51-2,48)
>75% 75 65 47 26 1
95,0%(2,4) 87,3%(3,8) 82,8%(4,4)  78,9%(5,0)
<75% 50 44 36 26 0,73 1.14
98,1%(1,8)  90,4%(4,1)  84,3%(5,1)  76,6%(6,3) (0,55-2,34)
>75% 75 65 47 26 1
95,0%(2,4) 87,3%(3,8) 82,8%(4,4)  78,9%(5,0)
2.9.3.2. Intensidad de expresidon de PTEN.

No podemos decir que la supervivencia de los pacientes sea diferente en
nuestra serie cuando estratificamos segln la intensidad de expresién de
PTEN en las células (p=0,95). Tampoco obtenemos valores significativos
cuando agrupamos tumores mas

y comparamos los que tifen

intensamente frente al resto (p=0,96). (Tabla 24).

113



RESULTADOS

Tabla 24. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor intensidad de expresion de PTEN.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Intensidad n n n n (IC) 95%
PTEN Pr (EE) Pr(EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 1 1 1 1 0,98  Indeterminado
100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-)
Débil 10 10 8 8 0,98 1,02
100%(10,8)  100%(12,9) 81,8%(11,6) 81,8%(11,6) (0,27-3,86)
Moderado 78 65 49 28 0,70 0,70
96,3%(2,1) 87,4%(3,7) 84,6%(4,11) 74,5%(5,6) (0,52-2,69)
Intenso 36 33 25 16 1
94,9%(3,5) 87,0%(5,3) 81,8%(6,5) 81,1%(6,5)
No Intenso 89 76 58 37 0,76 1,14
96,8%(1,8) 89,1%(3,3)  84,4%(3,9)  76,1%(5,0) (0,51-2,55)
Intenso 36 33 25 16 1
94,9%(3,5) 87,0%(5,3)  81,8%(6,5)  81,1%(6,5)

2.9.3.3 PTEN citoplasmastico.

Cuando estratificamos las muestras por la expresién o no de PTEN

citoplasmatico obtenemos una tendencia a un comportamiento distinto en

la supervivencia de los pacientes. Asi, la supervivencia es mayor en

aquellos tumores que expresan frente a los que no. (Tabla 25).

Tabla 25. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores

predictivos. Factor expresion de PTEN citoplasmadtico.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
PTEN n n n n (1C)95%
Citoplasmatico Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(+) 28 26 21 13 1
93,3%(4,6) 93,3%(4,6) 93,3%(4,6) 88,4%(6,4)
(-) 98 84 62 39 0,097 2,80
97,1%(1,6) 87,1%(3,3) 80,5%(4,0) 74,6%(4,7) (0,85-9,24)
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2.9.4. P-AKT.

Se valora la expresion de p-AKT en 141 muestras. Analizamos la supervivencia de
los pacientes relacionandolos con el porcentaje de células tumorales que lo
expresan, asi como con el grado de expresién de éstas. En el primer caso se
estratifican en 5 grupos: negativo, < 25%, 26-50%, 51-75% y > 75%. En el

segundo, la estratificacion se realiza en negativo, débil, moderado-intenso.

2.9.4.1. Porcentaje de células que expresan p-AKT.

Apreciamos en nuestra serie un comportamiento diferente en Ia
supervivencia de algunos grupos con respecto al de referencia. Hemos
comprobado la supervivencia de los pacientes cuyos tumores expresan p-
AKT (en cualquier porcentaje) frente a los que no lo hacen. Los resultados
obtenidos indican la diferente evolucién de cada uno de los grupos, con
significacidon estadistica (tabla 26). La figura 41 expresa los datos de forma
grafica mediante curvas de supervivencia segln expresién o no del

marcador.
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Tabla 26. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor porcentaje de células que expresan p-AKT.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
p-AKT % n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(-) 98 85 62 40 1
96,2%(1,9) 88,2%(3,2)  84,9%(3,6)  83,5%(3,8)
<25% 3 2 2 0 0,04 4,87
100%(-) 50,0%(25,0)  50,0%(25,0)  50,0%(25,0) (1,11-21,35)
25-50% 16 16 13 9 0,46 1,46
94,1%(5,7)  94,1%(5,7)  81,6%(9,6)  73,4%(11,6) (0,54-3,92)
51-75% 6 6 5 3 0,03 3,23
85,7%(17,1) 85,7%(13,2) 71,4%(17,1) 53,6%(20,1) (1,09-9,57)
>75% 4 2 2 0 0,03 4,98
100% 100% 100%(-) 50%(35,4) (1,14-21,75)
Negativo 98 85 62 40 1
96,2%(1,9) 88,2%(3,2)  84,9%(3,6)  83,5%(3,8)
Positivo 29 26 22 12 0,02 2,37
93,5% (4,4)  87,1% (6,00  76,8%(7,7)  60,1%(9,6) (1,16-4,84)
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Fig. 41. Curvas de supervivencia segun expresion de p-AKT
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116



RESULTADOS

2.9.4.2. Intensidad de expresion.

Percibimos una diferente supervivencia, con significacion estadistica, en los
pacientes cuyos tumores expresan de forma modera-intensa p-AKT, siendo
peor el prondstico que cuando no lo expresan. (Tabla 27). La figura 42

describe mediante curvas de supervivencia los datos anteriormente

expresados.

Tabla 27. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor intensidad de expresion de p-AKT.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Intensidad n n n n (IC) 95%
p-AKT Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(-) 98 85 62 40 1
96,2%(1,9) 88,2%(3,2) 84,9%(3,6) 83,5%(3,8)
Débil 23 20 17 10 0,07 2,07
83,3%(10,8) 74,1%(12,9) 74,1%(12,9) 52,9%(15,7) (0,93-4,62)
Moderado/ 6 6 5 2 0,02 3,48
Intenso 100%(-) 100%(-) 83,3%(15,2)  33,3%(19,2) (1,18-10,31)
0 L| = Negativo
© Débil
e]
©
E D& P=0,07 Moderado-
§ Intenso
o]
g 0,44
E
©
Qo
° P=0,02
o 0,24
0,04
DI 1‘2 2‘4 3‘6 SID 72

Tiempo (meses)

Fig 42. Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia segun intensidad de

expresion de p-AKT.

117



RESULTADOS

2.9.5. Densidad Microvascular.

Obtenemos una muestra representativa de nuestra serie, de 40 casos a los
que realizamos el estudio de densidad microvascular mediante tincion del
antigeno CD31. Tomamos como punto de corte la mediana de la serie de
estos 40 casos (42,0) para comparar ambos grupos en cuanto a
supervivencia. No obtenemos diferencias significativas en la comparacion

de superviviencia de ambos grupos (p=0,80). (Tabla 28).

Tabla 28. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor densidad microvascular.
Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Densidad n n n n (IC) 95%
Microvascular Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
<42 15 14 10 2 1
94,4% (5,4)  94,4% (5,4) 87,7%(8,2)  78,9%(11,1)
>42 17 16 8 4 0,99 0,99
89,5%(7,0) 84,2%(8,4)  84,2%(8,4)  84,2%(8,4) (0,20-4,93)
2.9.6. Ki67
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Consideramos este marcador como exponente de proliferacidon celular,
tomando como punto de corte la expresién de al menos el 20% de las
células para considerarlo positivo. Obtenemos una clara diferencia en la
supervivencia de ambos grupos al compararlos (p=0,001). (Tabla 29 y figura

43).
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Tabla 29. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion de ki67.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Ki 67 n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 115 102 80 51 1
95,9% (1,8)  90,0% (2,7)  85,4% (3,3)  80,6% (3,9)
Positivo 9 6 3 0 0,001 4,91
90,9%(8,7)  60,6%(15,4)  45,5%(17,5)  22,7%(18,3) (1,96-12,29)
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Fig.43. Curva de supervivencia segun expresion de Ki67.
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29.7. BCL-2

Utilizamos este marcador como exponente de la apoptosis celular. No
objetivamos diferencias en cuanto a supervivencia entre el grupo de

pacientes con tumores que marcan o no esta proteina (p=0,49). (Tabla 30).

Tabla 30. Supervivencia de la serie a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion de bcl-2.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
BCL-2 n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(-) 35 31 26 14 1
92,4% (4,4)  89,3% (5,1)  89,3% (5,1)  82,0% (6,8)
(+) 89 77 57 37 0,74 1,15
96,9%(1,8) 87,0%(3,5)  79,9%(4,2)  74,9%(4,9) (0,51-2,56)

2.10. INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD (ILE)

Se excluyen de la muestra aquellos pacientes con tumores en estadio M1 para el
calculo de los intervalos libres de enfermedad, por considerar que no quedan
libres de ésta tras la intervencién quirdrgica, de forma que la muestra se

compone de 146 tumores.

2.11. RECIDIVA'Y EDAD.

La edad en nuestra serie es una variable que condiciona el prondstico de los
pacientes. Tomando como punto de corte los 60 afos, obtenemos una
probabilidad de recidiva tumoral significativamente distinta (p=0,01), con peor

prondstico para los pacientes de mayor edad. Se muestra en la tabla 31.
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Tabla 31. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor edad.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Edad n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
>60 afios 54 40 32 18 0,009 2,30
90,4% (3,7) 68,3% (6,0)  66,4%(6,2)  55,6% (7,1) (1,23-4,30)
<60 afios 68 61 44 28 1
92,0%(3,1) 89,3%(3,6) 84,5%(4,3) 75,1%(5,9)

2.12. RECIDIVA TUMORALY EXPRESION CLiNICA.

No encontramos, en nuestros tumores, una evolucién diferente en relacidon con
la clinica al diagndstico, incidental o por aparicién de sintomatologia, en cuanto a
la aparicién posterior de enfermedad (p=0,379). La evolucién se expone en la

tabla 32.

Tabla 32. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion clinica al diagndstico.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Expresion n n n n (IC) 95%
clinica Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Sintomaticos 50 41 33 23 0,40 1,30
90,4% (3,7)  68,3%(6,0)  66,4%(6,2)  55,6% (7,1) (0,7-2,38)
Incidentales 72 60 43 23 1
94,9%(2,5) 81,5%(4,5) 79,7%(4,7) 65,7%(6,5)

121



RESULTADOS

2.13.

RECIDIVATUMORALY ESTADIO pT.

La recidiva tumoral, local o a distancia, se correlaciona en nuestra serie entre los

6 y los 72 meses con el estadio inicial en el momento de ser intervenidos con un

valor de p<0,001. El porcentaje libre de recidivas en general es mayor en estadios

menos avanzados que en los mas avanzados en cada punto de corte en el

tiempo, oscilando entre el 97,1% a los 6 meses en Ty, y el 0% a los 18 meses de

los T4. La expresién detallada de recidiva tumoral segun el estadio pT se refleja

en la tabla 33.

Tabla 33.

Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores

predictivos. Factor estadio pT.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
pT n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Tla 33 30 25 10 1
97,1%(2,8) 91,3%(4,8) 91,3%(4,8) 75,6%(9,2)
Tlb 39 35 25 16 0,96 1,03
97,5%(2,5) 92,4%(4,2) 86,5%(5,7) 81,9%(7,0) (0,34-3,05)
T2 20 15 11 9 0,14 2,21
80,0%(8,0) 71,3%(9,2) 71,3%(9,2)  64,2%(10,7) (0,77-6,39)
T3a 22 17 12 10 0,03 3,07
88,7%(6,1) 68,6%(9,2) 64,5%(9,5)  58,7%(10,3) (1,15-8,19)
T3b 7 4 3 1 <0,001 7,71
87,5%(11,7)  50,0%(17,7) 37,5%(17,1) 12,5%(11,7) (2.57-23.14)
T4 1 0 0 0 0,002 13,61
50,0%(35,4) 0%(-) 0%(-) 0%(-) (2,26-69,63)
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Con el andlisis de los datos y agrupando tumores en estadios de comportamiento

andlogo, aumentamos la potencia estadistica y obtenemos los resultados

expresados en la tabla 34. En dicha tabla se agrupan los tumores Ti5 +T1, Yy los

Tsp +T4; obtenemos un valor de p< 0.001.

Tabla 34. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor estadio pT agrupados.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
pT n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
pT1 72 65 50 26 1
97,3%(1,9) 91,8%(3,2) 88,7%(3,8) 78,8%(5,8)
pT2 20 11 15 9 0,084 2,18
80,0%(8,0) 71,3%(9,2) 71,3%(9,2)  64,2%(10,7) (0,90-5,27)
pT3a 22 17 12 10 0,006 3,02
88,7%(6,1) 68,6%(9,2) 64,5%(9,5)  58,7%(10,3) (1,38-6,64)
>pT3b 8 4 3 1 <0,001 8,39
80,0%(12,6)  40,0%(15,5) 30,0%(14,5)  10,0%(9,5) (3,54-19,87)
2.14. RECIDIVA TUMORAL Y ESTADIO pN.

En 9 pacientes existia afectacién ganglionar objetivada histolégicamente. El

porcentaje libre de enfermedad comparando pNO con pN1 y pN2 difiere de

forma significativa con una p<0,001, siendo diferentes estadisticamente los N,

pero no los N1. Se expresan los datos en la tabla 35.
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Tabla 35. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor estadio patoldgico ganglionar (pN).

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
pN n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)

NO 117 98 74 44 1
92,3%(2,3) 81,8%(3,4) 78,9%(3,7) 68,2%(4,8)

N1 3 3 2 2 0,50 1,65
75,0%(21,7)  75,0%(21,7)  50,0%(25,0) 50,0%(25,0) (0,40-6,94)

N2 2 0 0 0 <0,001 10,43
88,7%(6,1) 68,6%(9,2) 64,5%(9,5)  58,7%(10,3) (3,00-36,22)

2.15. RECIDIVA TUMORAL Y TIPO HISTOLOGICO.

En nuestra serie no podemos decir que el comportamiento sea distinto segun el
tipo histolégico del adenocarcinoma renal (p=0,21). Cabe destacar la buena
evolucién de los croméfobos con un porcentaje libre de enfermedad del 100% a
los 36 meses y del 87.5% a los 72 meses, asi como de los quisticos multiloculares,
con un 100% de pacientes libres de enfermedad a los 72 meses, aunque sin
significacién estadistica, probablemente por el escaso nimero de casos. Se

recogen todas las cifras en la tabla 36.
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Tabla 36. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor tipo histologico.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Tipo Histoldgico n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Células Claras 88 71 55 37 1
90,1%(3,0)  76,6%(4,3)  73,1%(4,5)  63,6%(5,4)
Papilar 19 16 10 3 0,80 1,11
90,5%(6,4)  81,0%(8,6)  74,7%(9,9) 62,3%(14,1) (0,49-2,52)
Cromofobo 13 13 13 5 0,13 0,21
100%(-) 100%(-) 100%(-) 87,5%(11,7) (0,29-1,54)
Quistico 4 4 4 4 0,98 Indefinido
100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-)
Multilocular

2.16. RECIDIVA TUMORALY GRADO NUCLEAR.

La valoracién del comportamiento tumoral en relacion con el grado nuclear se
realiza de dos formas. Segun el grado Fuhrman, el porcentaje de pacientes libres
de tumor a los 72 meses es significativamente mayor cuanto menor es el grado,
con una p<0,001. Comprobamos que el comportamiento de los grados 1y 2 no
difiere significativamente por lo que optamos por agruparlos en tumores de bajo
grado (grados 1y 2) y de alto grado (grados 3 y 4) obteniendo de esta forma una

mejor significacion estadistica. Los datos aparecen en la tabla 37.

125



RESULTADOS

Tabla 37. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor grado nuclear.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR

Grado Nuclear n n n n (IC) 95%

Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
1 18 17 11 7 1
100% (-) 94,4%(5,4)  94,4%(5,4)  94,4%(5,4)
2 65 59 47 28 0,58 1,53
98,5%(1,5)  92,4%(3,3)  90,6%(3,7)  78,8%(5,9) (0,34-6,82)
3 35 23 16 10 0,02 5,74
80,0%(8,0)  71,3%(9,2)  71,3%(9,2)  64,2%(10,7) (0,34-24,60)
4 4 2 2 1 <0,001 16,94
88,7%(6,1)  68,6%(9,2)  64,5%(9,5)  58,7%(10,3) (3,55-80,87)
“bajo grado” 83 76 58 35 1
98,8%(1,2)  92,8%(2,8)  91,4%(3,1)  81,4%(5,0)
“alto grado” 39 25 18 11 <0,001 4,94
78,9%(5,7)  57,8%(7,1)  50,4%(7,4)  40,0%(7,9) (2,59-9,43)

2.17. RECIDIVA TUMORAL E INMUNOEXPRESION TISULAR.

2.17.1. Anhidrasa Carbodnica IX (CAIX).
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Se estudia la evolucién en relacidon con el porcentaje de pacientes libre de
recidiva tumoral, local o a distancia, considerando el porcentaje de células
gue expresan en su membrana CAIX. El punto de corte discriminativo es el
50%, de tal forma que se consideran negativos cuando menos del 50% de
las células lo expresan y positivo en caso contrario. Aunque
estadisticamente no se encuentran diferencias entre los dos grupos

(p=0,054), si se encuentra una marcada tendencia que probablemente se
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haria significativa si existiera un mayor nimero de casos. Los resultados se

muestran en la tabla 38 y las curvas de supervivencia en la figura 44.

Tabla 38. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagnéstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor CAIX.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
CAIX n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(-) 40 35 27 15 1
95,5%(3,1) 90,6%(4,5) 85,0%(5,7) 76,1%(7,9)
(+) 74 59 42 26 0,08 1,94
89,3%(3,4) 74,5%(4,8) 71,6%(5,0) 59,6%(6,1) (0,92-4,10)

1,04

0,54 ‘
P=0,054 = Positivo
0,54

0,4

= Negativo

Probabilidad acumulada

0,24

0,0

1
0 12 24 36 43 60 72
Tiempo (meses)

Fig. 44. Curvas de Kaplan-Meier para intervalo libre de enfermedad segtin la expresion

de CAIX.
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2.17.2 VEGF.

Analizamos las diferencias existentes en los tumores que expresan VEGF y la
intensidad con la que lo hacen en relacién con los que no lo expresan.
Marcamos el punto de corte en el 50%, de tal forma que se considera negativo
cuando la expresidon citoplasmatica del marcador se da en menos de este
porcentaje. Encontramos una tendencia a que los tumores que no expresan
VEGF se comporten mejor que los que si lo hacen (p= 0,06). Cuando agrupamos
los pacientes en los que se consideran negativos en la expresién y los
comparamos con los positivos, independientemente de la intensidad de la
misma, si obtenemos una significacién estadistica (p=0,02) en la evolucién de

cada uno de los grupos; se muestran los datos en la tabla 39.

Tabla 39. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor VEGF.

Marcador 6meses 18 meses 36 meses 72meses P HR
VEGF n n n n (1C) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 101 85 68 40 1

94,4%(2,2)  83,1%(3,6)  78,9%(4,0)  67,3%(5,1)

Expresion débil 9 8 2 2 0,17 1,96
72,6%(11,9) 64,5%(13,0) 64,5%(13,0) 64,5%(13,0) (0,75-5,06)
Expresién moderada- 3 0 0 0 0,08 3,75
75,0%(21,7) 0%(-) 0%(-) 0%(-) (0,87-16,10)
intensa
Negativo 101 85 68 40 1

94,4%(2,2) 83,1%(3,6) 78,9%(4,0) 67,3%(5,1)

Positivo 12 8 2 2 0,06 2,25
72,9%(10,4) 58,9%(12,3) 58,9%(12,3) 58,9%(12,3) (0,98-5,17)
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2.17.3 PTEN.

Se ha valorado la expresidon inmunohistoquimica de PTEN en 136 tumores. Para
su estudio se cuantifica el porcentaje de células que marcan PTEN, estratificado
en 5 grupos: negativo, 0-25%, 26-50%, 51-75% y >75%. Ilgualmente se estudia la
intensidad con la que las células lo expresan, negativo, débil, moderada o
intenso. Finalmente se objetiva la positividad o no de su expresion

citoplasmatica.

2.17.3.1 Porcentaje de células que expresan PTEN.

Estratificada la muestra en los grupos previamente citados, no encontramos
diferencias en el comportamiento de los tumores en relacién al periodo libre de
enfermedad segun el porcentaje de células que lo expresan (p=0,46). Tomando
como punto de corte el 75% de las células, tampoco se infiere ninguna
diferencia en la evolucion de ambos grupos con respecto al intervalo libre de
enfermedad (Tabla 40). Se toma como subgrupo de referencia para calcular los

riesgos relativos aquel cuyas células expresan mas PTEN.
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Tabla 40. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor % de células que expresan PTEN.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
PTEN % n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
0% 1 1 0 0 0,08 6,13
100%(-) 100%(-) 0% 0% (0,81-46,53)
<25% 1 1 1 1 0,98
100%(-) 100%(-) 100%(-) 100%(-) Indeterminado
25-50% 9 7 7 4 0,67 1,26
100%(-) 88,9%(10,5) 88,9%(10,5) 66,5%(16,9) (0,43-3,69)
51-75% 33 28 21 16 0,62 1,19
84,9%(5,7)  77,1%(6,7)  71,2%(7,4)  67,3%(8,0) (0,60-2,39)
>75% 70 57 41 21 1
93,5%(2,8)  81,1%(4,6)  78,1%(4,9)  65,1%(6,7)
<75% 44 37 29 21 0,52 1,23
88,4%(4,5)  78,3%(5,8)  73,7%(6,3)  65,4%(7,2) (0,65-2,31)
>75% 70 57 41 21 1
93,5%(2,8)  81,1%(4,6)  78,1%(4,9)  65,1%(6,7)
2.17.3.2 Intensidad de expresion.

Estratificada la muestra segun la intensidad de expresién, no encontramos

diferencias significativas en el intervalo libre de enfermedad comparando cada

subgrupo (p=0,24). La tabla 41 ofrece los datos obtenidos. No mejora la

significacién estadistica al agrupar los tumores comparando los que tifien de

forma intensa en relacién al resto (p=0,28).
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Tabla 41. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de

adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor intensidad de expresion de PTEN.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Intensidad n n n n (IC) 95%
PTEN Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 1 1 0 0 0,04 8,72
100%(-) 100%(-) 0%(-) 0%(-) (1,06-71,50)
Débil 9 7 7 5 0,18 2,16
83,3%(10,8)  74,1%(12,9) 74,1%(12,9) 52,9%(15,7) (0,71-6,30)
Moderado 71 56 39 22 0,20 1,70
92,3%(3,0) 80,2%(4,6) 75,2%(5,1) 62,2%(6,8) (0,76-3,76)
Intenso 33 30 24 15 1
91,9%(4,5) 83,6%(6,1)  80,6%(6,64)  76,6%(7,4)
No Intenso 81 64 46 27 0,14 1,23
91,1%(3,0) 78,4%(4,4) 74,2%(4,8)  60,04%(6,2) (0,83-3,92)
Intenso 33 30 24 15 1
91,9%(4,5) 83,6%(6,1)  80,6%(6,64)  76,6%(7,4)

2.17.3.3 PTEN Citoplasmatico.

Se considera la inmunoexpresiéon citoplasmatica de PTEN en las células

tumorales, estratificandolo segln su existencia o no. Podemos afirmar que el

comportamiento varia de forma significativa entre el grupo que lo expresa y el

gue no lo hace (p= 0,04), de tal forma que existe un mayor intervalo libre de

enfermedad en los tumores que marcan PTEN citoplasmatico. La tabla 42 nos

ofrece todos los datos y en la figura 45 se observa la grafica con las curvas de

recidiva tumoral.
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Tabla 42. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores

predictivos. Factor PTEN citoplasmadtico.

Probabilidad acumulada

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
PTEN n n n (1C) 95%
Citoplasmatico Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Positivo 28 26 20
95,6%(3,4) 96,6%(3,4) 92,7%(5,0)
Negativo 86 68 50 0,07 2,40
89,9%(3,0) 75,0%(4,4) 71,2%(4,7) (0,93-6,12)
1,0 *
J—¢—0—
. 0=0,04 = POSsitivo
Negativo
0,6
0,4
0,24
0,0
I 1 1 1 1 1
1] 12 24 36 48 B0

Tiempo (meses)

Fig. 45. Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia libre de enfermedad segun la

inmunoexpresion de PTEN citoplasmadtico.
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2.17.4 p-AKT.

Se valora la expresion de p-AKT en 138 muestras tumorales. Analizamos su
evolucién en el tiempo libre de enfermedad relaciondandola con el porcentaje
de células tumorales que lo expresan asi como con el grado de expresion de las
mismas. En el primer caso se estratifica en 5 grupos: negativo, <25%, 25-50%,
51-75% y >75%. En el segundo, la estratificacion realizada se etiqueta en

negativo, débil e intenso.

2.17.4.1 Porcentaje de células que expresan p-AKT.

Una vez realizada la estratificacidn en los grupos previamente mencionados, se
aprecia que existe un comportamiento diferente a 72 meses en los grupos

(p=0,04). La tabla 43 expresa los datos de evolucién a 6, 18, 36 y 72 meses.

Tabla 43. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor p-AKT.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
p-AKT n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 90 74 54 32 1

92,0%(2,7)  80,5%(4,0)  79,4%(4,1)  69,9%(5,4)

<25% 2 1 1 0 0,002 6,89
83,3%(10,8)  74,1%(12,9) 74,1%(12,9)  52,9%(15,7) (2,03-23,31)

25-50% 16 13 11 8 0,924 0,96
92,3%(3,0)  80,2%(4,6)  752%(5,1)  62,2%(6,8) (0,37-2,49)

51-75% 5 5 4 2 0,125 2,29
71,4%(17,1)  71,4%(17,1) 57,1%(18,7) 57,1%(19,9) (0,78-6,61)

>75% 2 2 1 0 0,127 3,09
100% 100% 50,0%(35,4) 0%(-) (0,73-13,13)
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Si tomamos como punto de corte la expresién o no del marcador,
independientemente del porcentaje de células que lo expresan, la evolucion
nos muestra una tendencia a un mejor prondstico en los tumores que no
expresan p-AKT, si bien no alcanza significacion estadistica (p= 0,09). La tabla
44 expresa con detalle los datos obtenidos; la figura 46 muestra las curvas de
Kaplan-Meier para tiempo libre de enfermedad segiun la expresiéon del

marcador.

Tabla 44. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor expresion de p-AKT.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
p-AKT n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
Negativo 90 74 54 32 1
92,0%(2,7) 80,5%(4,0) 79,4%(4,1) 69,9%(5,4)
Positivo 25 21 17 10 0,09 1,74
86,4%(6,3) 75,9%(8,7) 64,7%(9,0) 51,7%(9,8) (0,91-3,33)
1,04 1*
i “x\_\_H
© I-u_‘l_‘_"l,,_,_,_‘_ — Negativo
e]
< p=0,09
>S5 - -\
1S o8 Positivo
3
IS
=]
g 0,4
5
©
Q
o
o 0,2+
0,04
0 12 24 36 48 &0 72

Tiempo (meses)

Fig. 46. Curvas de Kaplan-Meier para tiempo libre de enfermedad segun Ia

inmunoexpresion de p-AKT.
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Cuando situamos el punto de corte en el 50% de las células que expresan el

marcador y lo comparamos con los tumores que lo hacen en menor porcentaje

o no lo expresan, obtenemos una evolucion distinta, con significacidn

estadistica (Tabla 45) para aquellos que marcan mas del 50% de las células.

Tabla 45. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores

predictivos. Factor expresion de p-AKT (-) vs <50% vs >50%.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
p-AKT n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
(-) 90 74 54 32 1
92,0%(2,7) 80,5%(4,0) 79,4%(4,1) 69,9%(5,4)
<50% 18 14 12 8 0,38 1,42
89,7%(6,9) 73,9%(10,1) 68,6%(10,6) 62,4%(11,3) (0,64-3,14)
>50% 7 7 5 2 0,04 2,50
80,0%(12,6) 80,0%(12,6) 57,1%(16,4) 28,67%(16,53) (1,03-6,09)

2.17.4.2 Intensidad de expresion.

En nuestra serie no encontramos globalmente una evolucién diferente segun la
intensidad de expresién de este marcador (p=0,25), pero si existe diferente
comportamiento de aquellos que lo expresan de forma mas marcada con
respecto al resto con una mayor probabilidad de recidiva para los tumores que lo

expresan de forma intensa (p=0,03). La tabla 46, exhibe los datos encontrados a

este respecto y la figura 47 sus curvas de evolucién.
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Probabilidad acumulada

Tabla 46. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor intensidad de p-AKT.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
p-AKT n n n n (IC) 95%
intenso Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)

Negativo 90 74 54 32 1

92,0%(2,7)  80,5%(4,0)  79,4%(4,1)  69,9%(5,4)

Débil 20 16 14 8 0,36 1,42
87,1%(6,9) 73,8%(9,2) 69,2%(9,7)  57,7%(11,0) (0,67-3,02)
Intenso 5 5 4 2 0,03 2,99
83,3%(15,2)  83,3%(15,2) 66,7%(19,2)  33,3%(19,2) (1,14-7,81)
1,0 w

thh‘ = Negativo
0,54 =

\—l p=0,36
0,6 Intenso

0,4+

0,2+

1
D 12 24 36 45 60 72
Tiempo (meses)

Fig. 47. Curvas de Kaplan-Meier para tiempo libre de enfermedad segun la

intensidad de expresion de p-AKT.
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2.17.5 Densidad microvascular (DMV)

Se ha realizado en 39 tumores el andlisis de expresién de la densidad
microvascular. Corresponde a una muestra representativa de tumores de
todos los tipos histoldgicos, grados y estadios, con los que se pretende inferir
el comportamiento del resto de la poblacién. En nuestra serie no existe un
comportamiento diferente en funcidon de los resultados obtenidos en los 2

grupos de estratificacion (Tabla 47).

Tabla 47. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor densidad microvascular.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
DMV n n n n (1C) 95%
PR (EE) PR (EE) PR (EE) PR (EE)
Baja 15 12 8 2 1
expresion 94,1%(5,7) 87,4%(8,4) 78,7%(11,2) 8,7%(11,2)
Alta 15 14 7 4 0,976 1,03
expresion 88,2%(7,8) 82,4%(9,2) 82,4%(9,2) 82,4%(9,2) (0,21-5,09)

2.17.6 Expresion de Ki67.

Para el marcador de proliferacion celular Ki67 se establece como punto de
corte la inmunotincién de al menos 20% de los nucleos tumorales para
considerarlo positivo, de tal forma que cifras menores se consideran negativas.
El comportamiento de los grupos es significativamente distinto (p=0,048).
Obtenemos un HR=2,70 con IC 95% (1,05-6,97), p=0,04, por lo que los
pacientes con tumores que marcan Ki67 tienen 2,7 veces mas probabilidades

de tener enfermedad a los 72 meses del seguimiento con respecto a los
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Probabilidad acumulada

negativos. Los datos se expresan en la tabla 48 y las curvas de Kaplan-Meier

correspondientes en la figura 48.

Tabla 48. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Factor Ki 67.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Ki67 n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)

() 105 87 67 41 1
< 20% 91,5%(2,6) 80,8%(3,7) 76,7%(4,0) 66,7%(5,0)

(+) 7 5 3 0 0,04 2,70
>20% 78,8%(13,4) 56,3%(16,5) 56,3%(16,5) 28,1%(21,5) (1,05-6,97)
1,0— 1
089 = Negativo

_‘_‘1_——"_"““' Positivo
0,6
P=0.04
0.4
0.2
0,0
0 12 24 36 e 50 72

Tiempo (meses)

Fig. 48. Curvas de Kaplan-Meier para intervalo libre de enfermedad segin la

inmunoexpresion de Ki67.

138




RESULTADOS

2.17.7 Expresion de Bcl-2.

En la tincidn de las células tumorales para la proteina bcl-2 se establece como
punto de corte el 10%. Estratificando nuestra serie segin su expresion (210%) o
no (<10%), no observamos un comportamiento significativamente distinto entre

ambos grupos. Se recogen todos los datos en la tabla 49.

Tabla 49. Probabilidad de no recidiva de los pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal a los 6, 18, 36 y 72 meses para marcadores
predictivos. Bcl-2.

Marcador 6 meses 18 meses 36 meses 72 meses P HR
Bcl-2 n n n n (IC) 95%
Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE) Pr (EE)
34 28 21 11 1
(-) 91,9%(4,5) 83,4%(6,2) 76,7%(7,3) 67,6%(8,8)
7 5 3 0 0,92 0,96
(+) 90,0%(3,2) 77,2%(4,5) 74,5%(4,7) 62,9%(5,9) (0,49-1,90)
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2.18

ANALISIS ESTRATIFICADO DE LAS VARIABLES.

Analizamos las relaciones existentes entre las diferentes variables clinicas,

histoldgicas y la expresion de los distintos marcadores, calculando su

significacion estadistica y los riesgos relativos (HR) para dichas relaciones,

tanto para mortalidad como para intervalo libre de enfermedad.

140

2.18.1 CAIX

No se encuentra en nuestra serie ninguna relacién significativa de CAIX
con el resto de variables estadisticas cuando se calculan los riesgos
relativos para mortalidad. Sin embargo, si existe cuando se calculan para
intervalo libre de enfermedad, teniendo significacion estadistica en el
caso del estadio T; y de la expresion de PTEN citoplasmatico. Se
muestran en la tabla 50 Unicamente las variables en las que se ha
encontrado una relacidon y su significacion estadistica. El estadio pT;
muestra un comportamiento distinto al resto de estadios, asi como la
expresion PTEN citoplasmatico frente a la no expresién del mismo
cuando estratificamos por CAIX en relacidn al intervalo libre de
enfermedad. La probabilidad de recidiva tumoral, en pacientes
intervenidos con diagndstico de CCR, estd aumentada de forma
significativa para tumores que expresan CAIX en estadio pTy e
igualmente en tumores con expresion positiva de PTEN citoplasmatico,
en 2,55 veces en el primer caso y en 7,57 veces en el segundo. Otras
variables como el grado nuclear y la densidad microvascular muestran

una interaccién con CAIX aunque sin significacion estadistica.
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Tabla 50. Andlisis estratificado para CAIX.

Variable HR para ILE P 1C 95%
Estratificada
-Estadio pT
pTy 2,55 0,04 (1,05-6,19)
pT, 1,05 0,96 (0,21-5,30)

-PTEN citoplasmatico
(+) 7,57 0,03 (1,25-45,72)

) 0,99 0,98 (0,43-2,27)

2.18.2 VEGF

Ponemos de manifiesto multiples interrelaciones entre Ia
inmunoexpresion de este marcador (expresidn positiva) frente al resto
de variables, tanto en el analisis de mortalidad como en el tiempo libre
de enfermedad. Existe una relacion estadisticamente significativa
(p=0,05) cuando estratificamos por estadio para los estadios pT; en el
calculo del riesgo relativo para mortalidad (HR=3,03). Hallamos una
relaciéon entre la expresion de VEGF y la mortalidad (p=0,009) en los
carcinomas de células claras y en los carcinomas de tipo papilar (p=0,05)
con HR de 3,60y 7,42 en cada caso respectivamente. El riesgo de recidiva
también se encuentra aumentado en los carcinomas de células claras
(HR=2,49; p=0,05) en los tumores que expresan VEGF. Asi mismo, existe
una relacion significativa para mortalidad para los CCR VEGF (+) en los
tumores de alto grado (3 y 4 de Fuhrman) mayor (HR=4,48) que en los de
bajo grado (HR=3,47), aunque en ambos existe de forma

estadisticamente significativa.
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Objetivamos en nuestra serie un mayor riesgo de mortalidad cuando se

expresa VEGF en los tumores que no expresan Bcl-2 (HR=4,03; p=0,004).

Cuando estratificamos por la intensidad de expresion de PTEN se da una
relacién significativa en el calculo de HR tanto para mortalidad como
para tiempo libre de enfermedad; obtenemos una mayor significacion
estadistica en los tumores que no expresan de forma intensa PTEN frente
a los que si lo hacen para CCR con expresion de VEGF. Igualmente en
estos tumores, la mortalidad es discretamente mayor en aquellos con
menor porcentaje de células que expresan PTEN (<75% vs >75%) (tabla

51).

Similar situacion obtenemos para mortalidad e intervalos libres de
enfermedad cuando estratificamos por expresion o no de PTEN
citoplasmatico, con significacién estadistica (p<0,001) y (p=0,002)
respectivamente en los tumores que no lo expresan. Por tanto, el
prondstico es significativamente peor tanto para mortalidad como para
riesgo de recidiva en aquellos tumores que expresan VEGF y son PTEN

citoplasmatico (-).

En la estratificaciéon de la variable p-AKT obtenemos un HR con p
significativa (p=0,03) Unicamente para mortalidad, pero no para ILE en el
grupo de tumores que no expresan p-AKT frente a los grupos que lo

hacen en menos o mas del 50%.

Finalmente también se obtiene una relacién significativa de VEGF cuando
se calcula el HR para mortalidad (p=0,004) e intervalo libre de
enfermedad en los tumores que expresan CAIX, no siendo significativo

cuando lo hacen (tabla 51).
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Tabla 51. Andlisis estratificado para la expresion de VEGF.

Variable HR para mortalidad HR para ILE
Estratificada P IC95% P 1C 95%
-Estadio T
- 303
! 0,05 (1,00-9,21)
- 124
? 0,78 (0,27-5,63)
-Tipo tumoral
3,60 2,49

C.Células Claras

Papilares
-Grado nuclear
Bajo grado
Alto grado
-Bcl-2
Bcl-2 (+)
Bcl-2 (-)

-Expresion de PTEN

No intenso

Intenso

<75%

>75%

-Expresion de PTEN citoplasmatico

PTEN citopl (+)

PTEN citopl (-)

-Expresion de P-AKT
PAKT (-)

<50%

>50%

-Expresion de CAIX
CAIX (+)

0,009 (1,38-9,41)
7,42
0,051 (0,99-55,59)
4,48
0,08 (0,85-23,74)
3,47
0,01 (1,32-9,13)
4,04
0,12 (0,69-23,73)
4,03
0,004 (1,55-10,48)
5,03
0,001 (1,88-13,42)
2,17
0,36 (0,42-11,21)
4,52
0,01 (1,35-15,13)

3,30
0,05 (1,02-10,75)

2,68
0,43 (0,24-30,36)

511
<0,001 (2,07-12,61)
3,43

0,03 (1,17-10,05)

5,04
0,08 (0,84-30,21)

Indeterminado

4,13
0,004 (1,57-10,85)

0,05 (1,00-6,19)

2,43
0,44 (0,25-23,48)

3,10
0,19 (0,58-16,54)

2,30

0, (0,86-6,12)

=
o

3,24
0,02 (1,17-8,99)

1,89

0,44 (0,38-9,45)
3,91

0,02 (1,21-12,65)

1,46
0,55  (0,42-5,05)

0,04
0,56 (0,50-2155,81)

3,88
0,002 (1,61-9,33)

4,05
0,01 (1,38-11,86)
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2.18.3 PTEN

No observamos interacciones entre el porcentaje de células que
expresan PTEN con el resto de variables para cdlculo de HR de
mortalidad o de intervalo libre de enfermedad. Tampoco hallamos
relaciones cuando lo hacemos con la intensidad de expresién. En el caso
de la expresidn de PTEN citoplasmatico si obtenemos interacciones para
mortalidad, observando una interaccion protectora en tumores de alto
grado, que no es significativa en los de bajo, siendo una tendencia sin
significacién estadistica en el cdlculo de riesgo para ILE (p=0,051).
Cuando estatificamos por expresion de CAIX, también obtenemos una
tendencia a un menor riesgo de recidiva en los tumores PTEN
citoplasmatico (+) que no expresan CAIX (p=0,05). De forma similar, la
expresion de PTEN citoplasmatico en tumores que no expresan Bcl-2 es
un factor protector de recidiva/metastasis, con significacion estadistica
(p=0,04). No obtenemos otras interacciones con el resto de variables

(tabla 52).

Tabla 52. Andlisis estratificado para la expresion de PTEN citoplasmadtico.

Variable HR para mortalidad HR para ILE
Estratificada P 1C 95% P 1C 95%
-Grado tumoral
Bajo Grado 0,63 0,30
0,67 (0,08-5,28) 0,25 (0,04-2,33)
Alto Grado 0,22 0,34
0,04 (0,05-0,96) 0,05 (0,12-1,00)

-Expresion de CAIX

CAIX (-}  eeeeeeemmeeeeeeeee 0,20
0,05 (0,25-23,48)

CAIX () e 1,50
0,51 (0,45-4,95)

-Expresion de Bcl-2

Bcl-2 (-) 0,03 0,12

0,13 (0,00-2,72) 0,04 (0,02-0,88)
Bcl-2 (+) 1.94 1,30

0,42 (0,39-9,65) 0,69 (0,36-4,60)

144



RESULTADOS

2184 P-AKT

En nuestra serie no vemos interacciones entre la expresion tisular de p-AKT
y las variables clinicas o histoldgicas tradicionales, sin embargo si existen
con otros marcadores. En el andlisis estratificado, la expresién de p-
AKT>50% es un importante factor de riesgo de muerte para aquellos
tumores que expresan PTEN de forma intensa (HR=12,08; p=0,002), sin
embargo no encontramos relacion para predecir el riesgo de recidiva de la
enfermedad. La expresidn de p-AKT>50% es también un factor de riesgo de
muerte (HR=6,54; p=0,002) y de recidiva de la enfermedad (HR=4,50;
p=0,006) para aquellos tumores con un porcentaje de expresion < 75% de

PTEN.

El riesgo de muerte se halla significativamente elevado (HR=3,46; p=0,02)
en pacientes con tumores sin expresion de PTEN citoplasmatico para

aquellos con expresion p-AKT>50%.

En la estratificacidon para VEGF el riesgo de recidiva estd muy elevado, con
significacidn estadistica, para aquellos pacientes con tumores que marcan
VEGF y expresan p-AKT en >50% de sus células (HR=19,88; p=0,04) (tabla
53).
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Tabla 53. Andlisis estratificado para la expresion de p-AKT > 50% de las células.

Variable HR para mortalidad HR para ILE
Estratificada p IC 95% P IC 95%
-Intensidad de PTEN
Intenso 2 -
0,002  (2,43-60,07)
No intenso 035

0,31 (0,05-2,67)

-Expresion PTEN

<75% 6,54 4,50

0,002 (2,02-21,17) 0,006 (1,54-13,16)
>75% 1,58 1,00

0,67 (0,20-12,47) 1,00 (0,13-7,58)

-Expresion de PTEN citoplasmatico

(+) 6,22 e
0,14 (0,56-68,72)

() 346 e
0,02 (1,25-9,53)

-Expresion de VEGF
(e 2,53
0,06 (0,95-6,75)
S 19,88

0,04 (1,23-322,45)

-Expresion de CAIX
(e 0,20
0,05 (0,04-0,98)

S 1,50
0,51 (0,45-4,95)

2.18.5 Ki67

Multiples son las interacciones de este marcador con el resto de variables
tanto para influir en la supervivencia como en el tiempo libre de
enfermedad. Se observa una relacion con significacion estadistica en la
estratificaciéon por estadio, de tal forma que encontramos un HR=5,22
(p=0,004) para estadio pT1 (pT1a + pT1) para mortalidad, sin significacion
estadistica en el resto. Igualmente Ki67 tiene influencia en la mortalidad
(HR=3,06; p=0,04) y en la aparicion de enfermedad tras cirugia (HR=6,24;
p=0,001) en los carcinomas de células claras y no en el resto de los tipos

histolégicos.
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Se aprecia un riesgo relativo elevado de mortalidad de aquellos tumores

Ki67 (+) que no expresan bcl-2 (HR=4,40; p=0,004).

La influencia de la expresion de Ki67 en el riesgo de mortalidad para CCR
que expresen PTEN de forma intensa es mayor (HR=6,71; p=0,01) que para
aquellos que lo expresan de forma débil (HR=3,88; p=0,03). Similar hallazgo
obtenemos con el riesgo de recidiva (HR=7,32; p=0,01) e igualmente se ve
influido el riesgo de mortalidad y el riesgo de recidiva para los tumores con
elevado porcentaje de células (275%) que expresan PTEN (HR=5,83;
p=0,001 y HR=3,16; p=0,03 respectivamente). La expresién de Ki67 es un
claro factor de riesgo para mortalidad en los tumores que no expresan
PTEN citoplasmatico (HR=5,64; p=0,001), no alcanzando significacion
estadistica su influencia en el riesgo de recidiva en este mismo grupo

(HR=2,83; p=0,06).

La expresion de Ki67 tiene influencia sobre la supervivencia cuando se
estratifica para p-AKT Unicamente en tumores sin expresion de este
marcador (HR=5,10; p=0,01) y no alcanza significacién en el grupo de

expresion de <50% (HR=5,15; p=0,08).

Al estratificar por expresion o no de CAIX, el riesgo de mortalidad para
aquellos carcinomas de células renales CAIX (+) se incrementa de forma
estadisticamente significativa (HR=5,20; p=0,001) cuando expresan Ki67.

Todos los datos se muestran en la tabla 54.
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Tabla 54. Andlisis estratificado para la expresion de Ki67.

Variable HR para mortalidad HR para ILE
Estratificada P IC 95% P 1C 95%
-Estadio pT

pT1 522 e

0,004 (1,72-15,84)

pT, 1,67
0,55  (0,32-8,62)
-Tipo histolégico

C.Células Claras 6,24 3,06
0,001  (2,20-17,69) 0,04  (1,05-8,96)

Papilares 0,85 1,09
0,88  (0,69-7,39) 0,94  (0,12-9,91)

-Expresion de Bcl-2

(+) 598 e
0,10  (0,69-51,58)

(-) 440 e
0,004 (1,60-12,16)
-Expresion de Intensidad de PTEN

No intenso 3,88 1,50
0,03 (1,12-13,37) 0,58  (0,36-6,33)
Intenso 6,71 7,32

0,01 (1,49-30,26) 001 (160-33,58)

- Expresion de PTEN

<75% e e
>75% 5,83 3,16
0,001 (2,05-16,54) 0,03 (1,14-8,74)
-Expresion de PTEN citoplasmatico
(+) 5,81 2,96
0,15 (0,52-64,99) 0,34 (0,33-26,56)
() 5.64 2,83
0.001 (2.04-15.65) 0,06 (0,97-8,22)
-Expresion de P-AKT
() 510 e

0,01 (1,45-18,00)

<50% 515
0,08 (0,82-23,40)

>50% 2,06 e
0,54 (0,21-19,94)
-Expresion de CAIX
L T
(+) 520 e
0,001 (1,94-13,91)
-Expresion de VEGF
() 4,37 3,68
0,02 (1,25-15,33) 0,04 (1,06-12,81)
(+) 3,61 5,05
0,09 (0,81-16,22) 0,04 (1,12-22,74)
oo

148



RESULTADOS

3. ANALISIS MULTIVARIABLE.

3.1

Se realiza inicialmente analisis multivariable de la serie incluyendo todos
los tipos histologicos, buscando la influencia de las variables en
supervivencia y tiempo libre de enfermedad. Posteriormente se realiza
este mismo modelo de andlisis Unicamente para los carcinomas de células

claras.

ANALISIS MULTIVARIABLE PARA ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA EN
PACIENTES CON CARCINOMA RENAL.

La tabla 55 muestra el modelo de analisis multivariable de supervivencia
para las variables con significacidon en el estudio univariable. En esta serie,
el tipo tumoral no es un factor prondstico en cuanto a supervivencia, como
tampoco lo son la edad (HR=1,02; p=0,38) ni la afectacion ganglionar (pN)
segln el estadio TNM de la clasificacion de la UICC de 2002 (HR=0,63;
p=0,57). El grado nuclear se comporta como un factor prondstico en el
analisis multivariable, de tal forma que los tumores de alto grado tienen

mayor probabilidad de muerte que los de bajo grado (HR=4,57; p=0,002).

El estadio tumoral pT (TNM UICC, 2002), es un factor prondstico
independiente en nuestra serie; cuando agrupamos los estadios pTi; + pTip
y tomamos este grupo como referencia, los pT, tienen 5.04 veces mas
probabilidad de fallecimiento (p=0,01), los pTs, 6,15 veces (p=0,003) y los
de mayor estadio (pTsb y pT4) 6,13 (p=0,01).

En lo referente a los marcadores inmunohistoquimicos estudiados,
Unicamente la expresiéon de VEGF y la expresiéon en mas del 50% de las

células de p-AKT aparecen como factores independientes para predecir
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Tabla

150

supervivencias en pacientes con diagndstico de carcinoma de células
renales. La probabilidad de muerte de los pacientes cuyos tumores
expresan VEGF, es 4,83 veces mayor (p=0,002) que aquellos cuyos tumores
no expresan este marcador. Asi mismo, la expresion de p-AKT en mds de un
50% de las células es un factor prondstico adverso independiente
(HR=3,81; p=0,036), no asi la expresion en <50% de las células (HR= 1,06;

p=0,92). Se muestran los datos en la tabla 55.

55. Modelo multivariable de Cox para evaluar factores prondsticos
independientes de supervivencia en pacientes con diagndstico de
adenocarcinoma renal.

Variable HRa IC95%* P
- Edad
<61 1
>61 1,02 (0,98-1,05) 0,38
-Estadio T
T1 1
T2 5,04 (1,39-18,28) 0,01
T3a 6,15 (1,82-20,80) 0,003
>T3a 6,3 (1,44-26,01) 0,01
-Estadio N
pNO 1
>N1-2 0,63 (0,13-3,15) 0,57
-Grado
1-2 1
3.4 4,57 (1,71-12,24) 0,002

-Expresion p-AKT

P-AKT (-) 1
P-AKT (<50%) 1,06 (0,36-3,10) 0,92
P-AKT (>50%) 3,81 (1,09-13,35) 0,04
-Expresion VEGF
VEGF (-) 1
VEGF (+) 4,83 (1,77-13,19) 0,002
- Expresion Ki 67
Ki 67 (-) 1
Ki 67 (+) 1,06 (0,31-3,71) 0,03

HRa: Hazard Ratios ajustados
IC: Intervalo de confianza

* Datos ajustados por edad, estadio T, estadio N, grado nuclear, expresion de P-AKT, VEGF y Ki 67.
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3.2. ANALISIS MULTIVARIABLE PARA ESTUDIO DE INTERVALO LIBRE DE
ENFERMEDAD EN PACIENTES CON CARCINOMA RENAL.

Realizados modelos de analisis multivariable para el total de los tumores
estudiados, no encontramos diferencias en cuanto a factores clinicos, edad
de los pacientes, ni a la forma de presentacién de los tumores, en relacién
con el tiempo libre de enfermedad tras la cirugia realizada. En la valoracion
de los factores patoldgicos clasicos, ni el tipo histolégico ni el estadio pN se
comportan como factores prondsticos. Sin embargo, el estadio pT se
muestra como factor predictivo de recidiva tumoral, de tal forma que los
tumores en estadio pT, tienen un probabilidad de recidiva 3.49 veces
superior a los pT; (p=0,01). El riesgo de recidiva de los pTs, y >pT3, esta
aumentado pero sin alcanzar significacién estadistica (HR=2,36 p=0,06 y
HR=2,87 p=0,06 respectivamente). El grado nuclear también mantiene su

significacién en el modelo multivariable (HR=3,81; p<0,001).

Se comportan como marcadores prondsticos para predecir recurrencia, el
VEGF (HR=2,63; p=0,04) y la expresion de PTEN citoplasmatico (HR=3,50;
p=0,01). Ninguno del resto de biomarcadores que en el estudio univariable
se actuan como factor prondstico para intervalo libre de enfermedad (Ki67,
intensidad de PTEN, porcentaje de células que expresan P-AKT) adquieren

significacién en el modelo multivariable (tabla 56).
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Tabla 56. Modelo multivariable de Cox para evaluar factores prondsticos
independientes de intervalo libre de enfermedad en pacientes con
diagnédstico de adenocarcinoma renal.

Variable HRa IC 95%* P
- Edad
<61 1
>61 1,02 (0,99-1,05) 0,14
-Estadio pT
pT1 1
pT2 3,49 (1,31-9,35) 0,01
pT3a 2,36 (0,99-5,64) 0,053
pT3b-T4 2,87 (0,95-8,65) 0,06
-Estadio N
pNO 1
pN1-2 2,17 (0,66-7,13) 0,20
-Grado
1-2 1
3-4 3,81 (1,80-8,08) <0,001

-Expresion de P-AKT

PAKT () 1
PAKT (<50%) 1,15 (0,47-2,84) 0,76
PAKT (>50%) 2,43 (0,82-7,24) 0,11

-Expresion de VEGF
VEGF (-) 1
VEGF (+) 2,63 (1,07-6,47) 0,04

- Expresion de PTEN citoplasmatico
PTEN citoplasmatico (-) 1
PTEN citoplasmatico (+) 3,50 (1,32-9,24) 0,01

HRa: Hazard Ratios ajustados
IC: Intervalo de confianza
* Datos ajustados por edad, estadio T, estadio N, grado nuclear, expresion de PAKT, VEGF y PTEN citoplasmatico.
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3.3 ANALISIS MULTIVARIABLE PARA ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA EN
PACIENTES CON CARCINOMA RENAL DE CELULAS CLARAS.

Realizado el modelo multivariable Unicamente para los carcinomas de
células claras de nuestra serie, obtenemos unos datos discretamente
diferentes a los hallados con la totalidad de los tipos histoldgicos. El
estadio tumoral es una variable que se comporta como factor
independiente en los carcinomas en estadio T3a (p=0,008, HR=5,27),
mientras que en el resto de estadios no llega a tener significacion (p=0,17;
HR=2,76 para los pT, y p=0,08; HR=3,93 para los pTsp4). El grado nuclear
actua como variable con significacién estadistica (p=0,001; HR=5,95), como
factor de mal prondstico para los tumores de alto grado , con respecto a
los de bajo grado. En nuestra serie percibimos la expresion de p-AKT en un
porcentaje alto de células (>50%) también como factor prondstico
independiente con respecto a la no expresion del mismo (p=0,02;
HR=5,05), no asi cuando la expresién es menor que este porcentaje de

células (p=0,89; HR=1,09).

Cuando observamos la expresion de VEGF, obtenemos igualmente una
significacidn estadistica de este marcador, que hace que se comporte como
factor prondstico independiente con respecto a la no expresidon del mismo
(p=0,02; HR=3,79). Destacamos que CAIX tiene un efecto clinico relevante
(HR=3,60) en cuanto a la supervivencia de los pacientes aunque sin tener

significacidn estadistica (p=0,24) (tabla 57).

El resto de marcadores estudiados, no se comportan de forma
independiente en el modelo multivariable para supervivencia en los

carcinomas de células claras.
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Tabla 57. Modelo multivariable de comportamiento para
pacientes con carcinoma renal de células claras.

supervivencia en

Variable HRa IC 95%* P
-Estadio T
Tla-b 1
T2 2,76 (0,64-11,90) 0,17
T3a 5,27 (1,55-17,93) 0,008
T3b-4 3,93 (0,85-18,18) 0,08
-Grado
1-2 1
3-4 5,95 (2,02-17,51)
0,001
-Expresion p-AKT
PAKT (-) 1
P-AKT (<50%) 1,09 (0,35-3,41) 0,89
P-AKT (>50%) 5,05 (1,27-20,17) 0,02
-Expresion VEGF
VEGF (-) 1
VEGF (+) 3,79 (1,26-11,41) 0,02
- Expresion CAIX
CAIX (-) 1
CAIX (+) 3,59 (0,43-30,23) 0,24

HRa: Hazard Ratios ajustados
IC: Intervalo de confianza
* Datos ajustados por estadio T, grado nuclear, expresion de P-AKT y CAIX
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3.4 MODELO MULTIVARIABLE PARA INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD
EN PACIENTES CON CARCINOMA RENAL DE CELULAS CLARAS.

Observamos en el analisis multivariable algunas diferencias de
comportamiento con respecto a la supervivencia. En relacidén con las
variables clinicas clasicas, el estadio pT tumoral se comporta como factor
prondstico, tanto para los estadios T, (p=0,03; HR=3,55) como para los T3,
(p=0,04; HR=2,54); pero para los estadios T34 obtenemos una tendencia
sin llegar a tener significacién estadistica (p=0,08; HR=3,31). El grado
nuclear también se comporta como factor prondstico para los tumores de

alto grado con respecto a los de bajo grado (p<0,001; HR=4,69).

En relacién con los marcadores inmunohistoquimicos estudiados,
obtenemos algunas diferencias con respecto a los obtenidos para la
supervivencia. El p-AKT también se comporta como prondstico cuando se
expresa en mas del 50% de las células al compararlo con la no expresién
del mismo (p=0,03; HR=4,12), no asi cuando se expresa en menos del 50%
de las células tumorales (p=0,78; HR=0,86). La inmunoexpresién de VEGF
no es prondstico, al contrario de lo que sucedia en relacién con la
supervivencia (p=0,15; HR=2,19). Contrariamente, CAIX si aparece como
factor independiente para predecir intervalo libre de enfermedad (p=0,02;

HR=4,90) (tabla 58).

El resto de variables clinicas o de marcadores estudiados no muestran
significacidon para predecir tiempo libre de enfermedad en los carcinomas

de células claras.
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Tabla 58. Modelo multivariable de comportamiento para intervalo libre de
enfermedad en pacientes con carcinoma renal de células claras.

Variable HRa 1IC 95%* P
-Estadio T
T1 1
T2 3,55 (1,17-10,79) 0,03
T3a 2,54 (1,04-6,20) 0,04
T3b-4 3,31 (0,87-12,69) 0,08
-Grado
1-2 1
3-4 4,69 (2,03-10,82) <0,001

-Expresion p-AKT

() 1
<50% 0,86 (0,30-2,45) 0,78
>50% 4,12 (1,15-14,78) 0,03

- Expresion CAIX
CAIX (-) 1
CAIX (+) 4,90 (1,31-18,33) 0,02

- Expresion VEGF
VEGF (-) 1
VEGF (+) 2,19 (0,76-6,26) 0,15

HRa: Hazard Ratio ajustados
IC: Intervalo de confianza
* Datos ajustados por estadio T, grado nuclear, expresion de CAIXy VEGF
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IV.- DISCUSION.

A pesar de los avances de los ultimos afios relacionados con el carcinoma de
células renales, aun no disponemos de marcadores con la suficiente sensibilidad y
especificidad que nos permitan predecir la evolucién después de la cirugia. Siguen
siendo los factores clasicos histopatoldgicos los Unicos que nos proporcionan un
perfil prondstico en estos tumores. Por este motivo, se buscan marcadores que
configuren un perfil tumoral cuyo valor prondstico sea util para predecir
supervivencia, probabilidad de recidiva y/o metastasis y respuesta a tratamientos
adyuvantes que en la actualidad emergen con fuerza en el adenocarcinoma renal.
Sin embargo, y a pesar del aumento de la deteccidn de tumores debido al uso de
técnicas de imagen, en estadios precoces y de manera incidental, la mortalidad no
ha descendido de forma proporcional en el CCR. De hecho existe una tendencia
practicamente plana de la curva de mortalidad a lo largo de los ultimos 30 afios, sin
que el mayor nimero de CCR diagndsticados en estadios iniciales haya dado lugar a
un descenso de la mortalidad de este tumor, como se puede apreciar en la figura
48 *° | Esta grafica, basada en estadisticas de EEUU, puede ser superponible al

resto de paises.
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Fig. 48. Evoluciodn de la incidencia y mortalidad del CCR en EEUU.

En nuestro estudio, la supervivencia cancer-especifica global del CCR a 72 meses es
del 78,4%. Cuando estratificamos por estadio pT, el 100% de nuestros pacientes
estan vivos en estadios pTi,, el 87,3% en estadio pTyy, el 69,4% en pT,, el 73,3% en
estadio pTs,, el 33,3% en pT3, y el 0% en estadio pTy, tras este periodo de tiempo;
dichos datos van en concordancia con lo descrito en la literatura. Asi, a los 5 afios
se describen tasas de supervivencia del 75-95% para pacientes con enfermedad
organoconfinada, del 65-80% para tumores que afectan la grasa perirrenal, del 40-
60% para tumores con afectacidon de vena cava y <5% para aquellos que muestran

., , . .1
afectacion de otros 6rganos, localmente o a distancia *’.

En el andlisis univariable para calculo de supervivencia en CCR, obtenemos
diferencias significativas de todos los estadios al comparar la evolucidon con

respecto a los Ty (T15+T1p) con riesgos relativos o HR de mortalidad de entre el 5,66
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y el 25,06; los pT, obtienen un HR=5,66 (p=0,006); los T3, tienen un HR de 7,82
(p=0,001) y los tumores en estadios Tsp-T4 tienen un riesgo relativo de 25,06
(p<0,001), todos ellos con significacion estadistica. En el analisis multivariable
persiste la significacion estadistica en todos los estadios para el cdlculo de
supervivencia: pT, (HR=5,04; p=0,01); pTs, (HR=6,15; p=0,003) y pT3,-T4 (HR=6,3;
p=0,01).

Por lo tanto el estadio tumoral (pT) segun la clasificacion TNM de 2002 se confirma

en nuestra serie como un factor prondstico de supervivencia para los CCR.

En el caso del estadio en el calculo del intervalo libre de enfermedad (probabilidad
de recidiva o metastasis a distancia tras tratamiento quirurgico) obtenemos datos
similares, con significacidén estadistica tanto en el andlisis uni como multivariable. El
HR para el cdlculo de los intervalos libres de enfermedad en el analisis multivariable
es de 2,18 (p=0,08) lo que implica una tendencia aunque sin lograr significacién
estadistica para los estadios pT,; de 3,02 (p=0,006) para el estadio T3, y de 8,39
(P<0,001) para los estadios Tap-T4. El estadio tumoral pT segun la clasificacion TNM
de 2002 también se confirma como un factor prondstico independiente para

predecir intervalo libre de enfermedad.

Valorados aisladamente los carcinomas de células claras obtenemos similares
resultados. En el andlisis multivariable para calculo de supervivencia, el estadio pT,
no se diferencian de los pT; (pT1a+1b) (HR= 2,76; p=0,17). El HR para mortalidad de
los pTs, es de 5.27 (p=0,008) y para los pT3,-T4 es de 3.93 (p=0,08) marcando una
tendencia a tener un peor prondstico pero sin alcanzar significacidon estadistica. El
analisis multivariable para predecir tiempo libre de enfermedad en los CCR de
células claras muestra significacion en los estadios pT, y pTs, con HR=3,55 (p=0,03)
y de 2,54 (p=0,04), siendo de 3,31 (p=0,08) para los tumores en estadio pTs,-T4, NO

estadisticamente significativa.

En nuestro estudio el comportamiento de los CCR en estadio T1; y T1p no difieren
significativamente, por lo que optamos por asociarlos para la comparaciéon de

supervivencias e intervalos libres de enfermedad con el resto de los grupos. La
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diferencia entre ambos grupos sigue vigente, fundamentalmente por el hecho de la
tendencia a realizar cirugia conservadora en el cancer renal. Leibovich *** revisa 841
pacientes sometidos a nefrectomia radical y 91 pacientes con tumores de 4-7 cm.
Tras ajustar para otros factores prondsticos como afectacién de grasa perirrenal, de
vena renal, ganglios linfaticos, grado nuclear, necrosis histoldgica y subtipo
histolégico no encontré diferencias estadisticas entre ambos grupos. Otros
informes como el de Patard y col.’®* apoyan estos datos tras confirmar unos
resultados similares en un estudio multicentrico. Probablemente, como indican
otros autores, el tamafio no sea tan importante desde el punto de vista pronéstico,
ni como punto de corte para la realizacién de cirugia conservadora de nefromas,

como la extirpacion total del tumor con margenes libres 2% 24

La afectacién ganglionar en nuestra serie fue del 61%, si bien probablemente sea
un porcentaje sesgado por la seleccidén de los pacientes. En el analisis multivariable
sélo encontramos diferencias prondsticas significativas en los tumores en estadio
pN, con respecto a los pNg para predecir supervivencia (HR=8,27; p=0,001), no asi
en los pN; (HR=1,14; p=0,9). En nuestro centro solo realizamos linfadenectomia
hiliar con intencidon prondstica, y Unicamente cuando percibimos la existencia de
masas sospechosas, se realiza la exéresis de las mismas. A pesar de que desde la
sexta edicion de la clasificacién TNM se especifica que la linfadenectomia regional
deberia incluir al menos 8 ganglios, pocos son los centros que cumplen estos

.. 2
requisitos. Para algunos autores (Terrone) 2*°

, no solo la afectacion ganglionar, sino
también su densidad se confirma como factor prondstico independiente, sin
encontrar diferencias entre pN; y pN,. Sin embargo Canfield 2% i encuentra
supervivencias significativamente peores en pacientes con estadios pN, con
respecto a los pN;. Vasselli 27 refiere una mayor supervivencia en pacientes sin
evidencia preoperatoria de afectaciéon ganglionar en comparacion con los que si la
tienen vy la realizacién de una linfadenectomia minima o extendida mejoraba la
supervivencia con respecto a los que tenian una enfermedad que se considerd

irresecable. El estudio EORTC 30881 compard 752 pacientes con enfermedad

clinicamente localizada randomizada a nefrectomia con o sin linfadenectomia

161



DISCUSION

estdndar, sin obtener diferencias de progresién o supervivencia entre ambos

grupos tras 5 afos de seguimiento 167,

En nuestro estudio encontramos en el andlisis univariable diferencias significativas
para predecir recidiva de la enfermedad, local o a distancia, en los pN, (HR=10,43;
p<0,001) con respecto a los pNo, no asi en los pN;. En el multivariable encontramos
diferencias no significativas para predecir mortalidad (HR=0,6; p=0,57) y tiempo
libre de enfermedad (HR=2,17; p=0,20) para la totalidad de los CCR. No existen
diferencias en el andlisis multivariable cuando calculamos los modelos para

mortalidad y probabilidad de recidiva en los carcinomas de células claras.

El grado nuclear es uno de los factores prondsticos mas aceptados en la actualidad.
En nuestra serie se comporta como tal factor independiente tanto para la
valoracion de mortalidad como de tiempo libre de enfermedad en analisis uni y
multivariable para los CCR de manera global y para el CCR de células claras en

particular.

Dado el similar comportamiento de los G1 y G2 decidimos agruparlos y
compararlos con los tumores de alto grado (G3 y G4) con lo que gandbamos
potencia estadistic. En el modelo univariable obtenemos un HR=7,73 (p<0,001)
para el calculo de probabilidades de supervivencia y HR=4,94 (p<0,001) para el de
tiempo libre de enfermedad tomando como referencia los tumores de bajo grado.
En el modelo multivariable, los resultados son similares, HR=4,57 (p=0,002) para el
calculo de supervivencia y HR=3,81 (p<0,001) para el cdlculo de intervalo libre de
enfermedad en los CCR, mostrandose esta variable, alto grado vs bajo grado como
factor prondstico independiente. Similar resultado obtenemos cuando realizamos
el modelo multivariable Unicamente para los carcinomas de células claras
obteniendo HR=5,95 (p=0,001) para el calculo de probabilidad de supervivencia y
HR=4,69 (p<0,001) para el intervalo libre de enfermedad.

Las controversias en cuanto al grado, existen fundamentalmente por la
reproducibilidad interobservador, por lo que algunos autores tienden a agrupar en

2 grupos en lugar de los 4 que Fuhrman describié. Bretheau % muestra correlacién
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del grado nuclear con el estadio, el tamafio tumoral, la afectacidn ganglionar y a
distancia y la afectacion de la grasa perirrenal. Tsui **® demuestra una fuerte
correlaciéon entre el grado tumoral y las supervivencias especificas de 89%, 65% y
46% para los grados 1, 2 y 3-4 respectivamente, siendo del 91%, 83% 60% y 0%
para los grados 1, 2, 3 y 4 en pacientes con tumores en estadio T;. Estos datos
estdn en concordancia con los obtenidos en nuestro trabajo y confirman que el
grado es uno de los factores prondsticos mdas importantes de los que disponemos

en la actualidad.

El tipo histoldgico es otra de las posibles variables en cuanto a su valor real e
independiente desde el punto de vista prondstico, aunque existen datos
contradictorios en la literatura. La distribucién de nuestra serie por tipos, 73% de
células claras, 14,2% papilares, 8,8% cromoéfobos y 2,7% quisticos multiloculares,

esta en concordancia con lo descrito en el resto de las series publicadas *’.

En el analisis univariable obtenemos una probabilidad de supervivencia a 72 meses
para los CCR de células claras, papilares, cromdéfobos y quisticos multiloculares del
79,0%, 95,4%, 100% y 100% respectivamente aunque sin significacion estadistica.
La probabilidad de no recidiva tumoral es del 63,6%, 62,3%, 87,5% y 100%
respectivamente, sin alcanzar significacion. Tampoco son estadisticamente
significativas las diferencias en los modelos multivariables para supervivencia ni
para intervalo libre de enfermedad. En nuestra serie no se ha realizado
diferenciacion histopatoldgica entre los subtipos 1y 2 > **® de los carcinomas de
tipo papilar, que si podria tener diferente comportamiento, dado el escaso nimero
de casos, que no permitiria un andlisis estadistico de los mismos. El tumor que
probablemente mejor prondstico tiene dentro de los habitualmente estudiados, es
el tipo croméfobo; varios estudios muestran estas diferencias con respecto al resto

138 141 Sin embargo, otros estudios como reporta Cheville y col. B2 gela

de tumores
Clinica Mayo, muestran supervivencias especificas del 69%, 87% y 87% para
carcinomas de células claras, papilares y cromdéfobos respectivamente,
manteniéndose las diferencias de supervivencia tras estratificar por estadios TNM y

68
l.

grado nuclear. En sentido contrario se expresan Patard y co en un estudio
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multicéntrico cuyos resultados en el andlisis multivariable no resisten las

diferencias en cuanto a supervivencia que se objetivan en el univariable.

El caso particular del carcinoma quistico multilocular, se trata como tumor
diferenciado del resto por el buen prondstico que habitualmente conlleva, aunque
probablemente éste se deba al bajo grado nuclear que suele presentar en sus

células y no tanto por su tipo histoldgico en si 2°% 3%

En relacidén con las variables clinicas analizadas, el sexo no se perfila como factor
que influya en la evolucién de los tumores, ni en el anadlisis uni, ni en el
multivariable en nuestra serie; tampoco la literatura describe diferencias en la
evolucién de estos tumores en funciéon de esta variable. La variable edad marca
diferencias significativas en el estudio univariable (p=0,04; HR=2,21) con peor
supervivencia para los enfermos de mayor edad, y un mayor riesgo de recidiva
tumoral (p=0,009; HR=2,30). Sin embargo no se confirma como factor de riesgo en
el modelo multivariable para supervivencia (p=0,38; HR=1,02) ni para el cdlculo de
intervalo libre de enfermedad (p=0,14; HR=1,02) en los CCR. Tampoco existen
diferencias en el modelo multivariable cuando se calculan para los carcinomas de

1. %%, en un estudio con 619 pacientes con

células claras de forma aislada. Jung y co
CCR obtiene mejores supervivencias (p<0,001), tumores de menor estadio, menor
grado y masas de menor tamafo, tomando como punto de corte 55 afos,
conservando significacion estadistica en el modelo multivariable (p=0,003) en
tumores de bajo estadio (I y I1). Masuda y col. > realizaron analisis multivariable

con 320 pacientes con CCR, confirmando entre otros factores la edad como

variable independiente (p=0,04).

CAIX.

CAIX es un enzima cuya expresion esta mediada por el complejo transcripcional

HIF, regulado por la inactivacion del gen VHL observada en los CCR,
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fundamentalmente en los de células claras, que actuan ante variaciones del pH

intracelular durante periodos de hipoxia.

En nuestro trabajo CAIX no se comporta como variable independiente para
predecir supervivencia en el estudio univariable en los CCR (HR=1,73; p=0,21).
Tampoco lo hace para precedir probabilidad de recidiva (HR=1,94) aunque si se
observa una tendencia a un peor comportamiento en los tumores que expresan

este marcador (p=0,05) para el punto de corte seleccionado.

En el estudio multivariable, no obtenemos para este marcador resultados que nos
permitan considerarlo factor prondstico independiente para supervivencia, ni para
predecir tiempo libre de enfermedad en los CCR. Cuando se realiza el analisis
multivariable Unicamente para los carcinomas de células claras, obtenemos un
efecto clinico relevante (HR=3,59), aunque sin significacién estadistica (p=0,24)
para predecir supervivencia y si una mayor relevancia, estadisticamente
significativa (HR=4,90; p=0,02) para predecir tiempo libre de enfermedad,

comportandose es este caso como variable prondstica independiente.

La anhidrasa carbdnica IX estd sobre-expresada en carcinomas de células renales y
no se expresan habitualmente en rifidon adulto normal 220, 21, 22 Ha sido
confirmada su expresion en carcinomas de células claras, en fusocelulares y en
papilares, pero esta ausente en el carcinoma croméfobo y en los oncocitomas 230,
CAIX se localiza en la cascada de la proteina VHL y se encuentra regulado por los
niveles de hipoxia tisular a través de HIF-1a. La pérdida de funcién de VHL también
puede dar lugar a un acumulo de HIF-1a con la consiguiente sobre-expresiéon de
CAIX. Oosterwijk 229 fye el primero que publicd la expresién inmunohistoquimica de
CAIX (G250) en 46 de 47 CCR primarios y 7 de 8 tumores metastasicos. Bui 2*3, en
un trabajo ya clasico sobre este marcador, confirma la alta especificidad de la
tincion de CAIX, mostrando que el 94% de los tumores de su serie eran positivos, y
fij6 el 85% de expresion celular como punto de corte con el que mejor predecir

supervivencia. En pacientes con CCR metastasico, la baja expresién fue factor
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independiente de mal prondstico (supervivencia). Para tumores no metastasicos

con alto riesgo de progresion el comportamiento fue similar a los metastasicos.

En nuestro trabajo, se tomo como punto de corte el 50% de las células para
considerar su positividad, por lo que no es posible una comparacién con los
resultados descritos. Por otra parte nuestra serie contiene un escasisimo nuimero
de tumores en estadio metastasico al contrario que la serie de Bui, y los tumores
M1 iniciales, se retiraron para el cdlculo del intervalo libre de enfermedad.
Contrariamente a lo descrito en las series publicadas previamente encontramos un
peor prondstico en los pacientes con mayor expresiéon de CAIX, si bien, en el Unico
caso que encontramos significacion estadistica en el estudio multivariable es para
el cdlculo de tiempo libre de enfermedad en carcinomas de células claras, serie en
la que todos los casos eran tumores en estadio no metastasico. Yao ** propone
que la presencia de mutacién de VHL ha sido correlacionadas con mejor prondstico
en CCR esporadicos. Dado que CAIX esta directamente regulado por VHL, que se
encuentra mutado en el 75% de los CCR de células claras, niveles bajos de CAIX

también podria correlacionarse con un mejor prondstico como sucede en nuestra

serie.

Obtenemos en nuestros casos en el analisis estratificado de las variables una
relacion estadisticamente significativa entre CAIX y los tumores en estadio pT;
(p=0,04), que no se da en estadios mas avanzados, que hasta ahora no hemos
encontrado que haya sido descrito en la literatura. Igualmente existe correlaciéon
con significacion estadistica (p=0,03; HR=7,57) entre la expresion de CAIX y la de

PTEN citoplasmatico, en el andlisis estratificado para CAIX.

Skapa 3** explica en su estudio la ausencia de expresién de este marcador en otros
ensayos previos y lo atribuya a la proporcién de células granulares en cada tipo de
tumor. El componente granular es comun en los CCR de células claras y mas
frecuente en los tumores de alto grado, por lo que puede ser interpretado como un
signo de mala diferenciaciéon celular. Sin embargo, este tipo de células muestran de
forma caracteristica una negativa o baja expresién de CAIX. Por tanto la expresién

de este marcador se asociaria al componente de células granulares existentes en el
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tumor y por ende al nUmero de mitocondrias en el citoplasma de estas células. En
nuestro estudio, no obtenemos una relacién con el grado nuclear pero si con el
estadio. Pensamos que podria ser una explicacion a la mayor expresiéon de CAIX en

tumores de bajo estadio.

Los futuros campos de aplicaciéon de CAIX en la actualidad son muy amplios, no sélo
en relacion con su valor prondstico. Se estudia su valor terapeltico
(lutetium/yttrium trial), la formacién de anticuerpos monoclonales frente a CAIX
(mAb G250) para tratamiento por si mismo o unidos a otras moléculas de forma
adyuvante o secuancial; el uso de vacunas en pacientes cuyos tumores expresen de
forma intensa CAIX es una linea de estudio mediante células dendriticas autdélogas
cargadas con adenovirus que codifican factor estimulante de colonias de
macroéfagos y granulocitos frente a CAIX. Se investigan actualmente moléculas que
bloqueen la actividad enzimatica de CAIX. Se estudia también el valor diagndstico

mediante %

[-cG250 con técnicas de medicina nuclear y su uso como radiotrazador
en PET. El uso de este marcador para monitorizacién de respuesta a tratamientos
es otro campo en vias de investigacién, bien con PET, bien con imdagenes por

resonancia magnética3°5.

VEGF.

El VEGF es uno de los mas potentes mitégenos conocidos, miembros de una
familia que incluye 6 subtipos (VEGF-A-F) y el PIGF; ejerce su accion a través de
receptores tirosin-kinasa de manera que inician una cascada de senales que
estimulan el crecimiento, la supervivencia y la proliferacion y maduracién de las
células endoteliales, fundamental en el proceso de angiogénesis tumoral. Se ha
demostrado la expresién de VEGF en tejido tumoral de CCR y su ausencia en
corteza normal del rifién 3%, por lo que la expresién positiva de VEGF se asocia a
tejido de CCR. Folkman 397 demostrd la importancia de VEGF y sus receptores y
sugirié la utilidad posterior para terapias antineopldsicas. Helmlinger *® proponia

por primera vez la accion autocrina que el VEGF endotelial tiene en la formacién de
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® informé de la correlacin entre la expresion de

nuevos vasos tumorales. Paradis *°
VEGF y el tamafiio tumoral en CCR cldsico lo que apoya la hipdtesis de que VEGF se
asocia con el crecimiento tumoral y su progresiéon y mostréo que su expresion
citoplasmatica era un factor prondstico independiente. El andlisis univariable de
nuestra serie muestra una diferencia significativa prondstica (p=0,001) en cuanto a
supervivencia en favor de los carcinomas renales que no expresan VEGF frente a los
que lo hacen (HR=3,76) para el punto de corte decidido. Un resultado similar se
obtiene en la valoracion de tiempo libre de enfermedad (p=0,02; HR=2,25) con
prondstico favorable para aquellos tumores que no expresan el marcador. En el
modelo multivariable para los CCR la expresidon de VEGF se comporta como factor
prondstico independiente para predecir supervivencia (p=0,002; HR=4,83). Sin
embargo no obtenemos los mismos resultados con significacion estadistica cuando
aplicamos el modelo a los CCR de células claras, ni para predecir supervivencia, ni
para tiempo libre de enfermedad. Estos datos apoyan los existentes en la literatura
respecto al valor prondstico que puede tener la expresién inmunohistoquimica en
este tipo de tumores. Yang 3% obtiene en su serie de 198 pacientes diferencias
significativas en cuanto a mayor afectacion ganglionar (P<0,001) y mayor tasa de

afectaciéon venosa (p<0,001). Jacobsen 310

incluye 233 pacientes en todos los
estadios, y obtiene una asociacidon con significacidon estadistica entre la expresiéon
de VEGF y el estadio tumoral, tanto en CCR de células claras como en papilares, asi
como en el tamafio tumoral en tumores no metastdsicos. No existe en este estudio
relacion alguna con la edad ni con el sexo. En el analisis univariable la expresion del
marcador se correlaciona con supervivencia, especialmente con CCR convencional,
aunqgue su valor prondstico se pierde en el andlisis multivariable. Tras realizar
estratificaciéon de variables en nuestra serie, obtenemos algunos datos que se
deben resaltar. Asi, en los carcinomas de células claras, el HR ajustado para VEGF
para mortalidad adquiere una relacidn que no tienen el resto de tipos histoldgicos
(HR=3,60; p=0,009), lo que también sucede para tiempo libre de enfermedad
(HR=2,49; p=0,05). Igualmente la expresion de VEGF puede tener mayor

significacidn estadistica en tumores de alto grado (HR=3,47; p=0,01) para calculo de

mortalidad. Otra interaccidén a tener en cuenta es la existente con el grado de
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expresion de PTEN, de tal forma que VEGF adquiere mayor significacion en
carcinomas con menor expresion, en cuanto a intensidad de expresién de PTEN,
tanto para célculo de supervivencia (HR=5,03; p=0,001) como para ILE (HR=3,24;
p=0,02), posiblemente por la interaccidon existente entre las distintas vias de
control. Esta misma interaccion entre vias parece observarse cuando estratificamos
VEGF en funcidn de la expresién PTEN citoplasmatico puesto que en tumores que
no expresan PTEN citoplasmdtico el HR ajustado de VEGF para mortalidad es
claramente significativo (p<0,001; HR=5,11) e igualmente para cdlculo de intervalo
libre de enfermedad (p=0,002; HR=3,88). Esto implicaria que tumores con escasa
expresion de PTEN citoplasmatico (proteina con accidon “protectora”) serian mas

propensos a expresar VEGF con el peor prondstico que ello implicaria.

Una ultima interaccidon encontrada afecta a VEGF con CAIX, que como vimos, en
nuestra serie es un factor de peor prondstico. Los carcinomas renales que expresan
CAIX tienen un HR para mortalidad e ILE peor que aquellos que no lo expresan para
VEGF (p=0,004; HR=4,13 y p=0,01; HR=4,05 respectivamente). Es probable que las
alteraciones iniciales en la cascada de regulacion a nivel mas alto (pVHL/HIF) sean
los causantes de estos aumentos de factores de mal prondstico y su potenciacién a
niveles mas bajos de dichas cascadas, por interacciones entre las diferentes vias.
Phuoc *'' y colaboradores estudian la expresién de VEGF y CAIX en 122 CCR de
células claras, encontrando una correlacién inversa significativa entre la expresion
de CAIX y VEGF (p=0,003). El analisis multivariable revelé que la coexpresién de
ambos marcadores fue un factor prondstico independiente para ILE (p=0,002), lo
gue les sirvid para estratificar los tumores en grupos de riesgo. Estos datos, acordes
con los obtenidos por nosotros, ponen de manifiesto las interacciones entre vias de

sefializacidn y la necesidad de investigar estos biomarcadores y sus relaciones.

Aunque en teoria se podria pensar que podria haber una correlacidon entre la
expresion de VEGF y la densidad microvascular no existen datos publicados que
refuerzen esta teoria. En nuestra serie no obtenemos correlacién significativa entre

ambos. Raica **? en un estudio sobre 54 casos tampoco encuentra correlacién entre
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la expresidon inmunohistoquimica de VEGF y la DMV realizada mediante tincién de

CD31 y endoglina.

Son muy escasos los trabajos publicados en relacién con la intensidad de expresion
tisular de VEGF. Si bien es claramente una valoracion personal del observador, con
las problemas que ello puede conllevar en lo referente a interpretacién y
comparacion de resultados, y el niumero de pacientes que obtenemos en cada
grupo, nuestra serie muestra una clara diferencia de comportamientos entre
grupos con significacion estadistica (p=0,002). En el andlisis univariable para
valoracion de supervivencia obtenemos un HR=3,02 con p=0,03 para el grupo de
expresion débil frente a la no expresion y un HR=6,38 con p=0,003 para el grupo de

expresion mas intenso.

En el caso del HR para el cdlculo de probabilidad de no recidiva, en el andlisis
univariable, existe una tendencia, aunque sin lograr significacion, seguin el grado de
expresion del marcador. En ambos casos, se pierde el poder de prediccidon cuando
realizamos el analisis multivariable, por lo que no parece que la estratificacion
segln la intensidad de expresidn aporte mas informacién que el hecho de expresar

o no el marcador por las células neoplasicas.

Independientemente del valor que VEGF tiene desde el punto de vista prondstico
su valor actualmente reside en constituirse en una diana terapeutica para los
tratamientos de los que disponemos en la actualidad. En teoria, la via de induccién
de angiogénesis mediada por VEGF podria ser bloqueada de al menos seis formas
diferentes: bloquendo la activacidn de HIF (105D5R); con anticuerpos frente a VEGF
(bevacizumab); mediante “trampas” solubles creadas con parte de los dominios
extracelulares de los receptores de VEGF que se unen a este e impiden que se unan
al verdadero receptor; con anticuerpos que se fijan a VEGFR (IMC-18F1); con
inhibidores de tirosin-kinasa (sorafenib, sunitinib) y finalmente mediante

blogueantes de la sefial de transduccién dentro de la célula endotelial 313,
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PTEN.

PTEN, gen supresor tumoral, se encuentra con frecuencia mutado en un
importante niumero de canceres humanos, entre ellos el carcinoma de células

314 astando asociados en muchos casos a progresién tumoral y menor

renales
supervivencia. En el CCR se ha objetivado una pérdida de marcadores relacionados
con PTEN en 20-43% de los casos y un 17% de mutaciones somaticas

315 Su modo de accidén estd profundamente imbricado con AKT, con el

intragénicas
gue tiene una interrelacion de equilibrio, a través del fosfatidil-inositol-trifosfato
(PIP3). La via PTEN/PI3K esta completamente implicada en el desarrollo del cancer,
y la pérdida de actividad de PTEN por mutaciones, delecciones o metilaciones del
promotor, son responsables del inicio y progresién tumoral en muchos tipos de
tumores primarios o metastdsicos 316 Esta pérdida de PTEN da lugar a un aumento
de AKT mediante fosforilacion (p-AKT) lo que conlleva mediante mdultiples
mecanismos inhibicion de la apoptosis celular, sobre-expresién de ciclina D,
interacciones con MDM2 con aumento consiguiente de la degradaciéon de p53 o
modificaciones en la regulaciéon de proteinas relacionadas con la apoptosis celular
(IAD y procaspasas). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo tras analizar el
porcentaje de células que expresan PTEN, no permiten establecer diferencias en
cuanto a supervivencia ni a tiempo libre de enfermedad en el andlisis univariable
(p=0,96 y p=0,46 respectivamente). Tampoco obtenemos diferencias en la
evolucidn al marcar como punto de corte el 75% de las células (p=0,73; HR= 1,14
para supervivencia y p=0,52; HR=1,23 para tiempo libre de enfermedad).
Obtenemos resultados similares, sin diferencias entre grupos cuando evaluamos la
intensidad de expresién en las células que lo hacen, tanto para supervivencia como
para tiempo libre de recidiva. Unicamente en el caso del estudio de la expresién de
PTEN citoplasmatico se aprecia una tendencia a mayor supervivencia en los
canceres que lo expresan (p=0,097; HR=2,80); y una diferencia con significacién
estadistica para la predicciéon del tiempo libre de enfermedad (p=0,04). Con
ninguna de las valoraciones de PTEN obtenemos significacién estadistica que nos

permita definir este marcador como factor prondstico en cuanto a supervivencia en
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el analisis multivariable para la totalidad de los CCR, pero la expresién de PTEN
citoplasmatico si lo consigue para predecir intervalo libre de enfermedad (p=0,01;
HR=3,50). EI modelo multivariable realizado Unicamente en carcinomas de células

claras no otorga valor prondstico a ningln marcador relacionado con PTEN.

En nuestra serie, tras realizar andlisis estratificado de las variables, encontramos
una interaccién protectora de PTEN citoplasmatico en tumores de alto grado
(HR=0,22; p=0,04) que no se encuentra en los de bajo grado. Pantuck *!” evalta en
375 pacientes con CCR varios marcadores prondsticos, incluyendo PTEN, tanto
como porcentaje de células que lo expresan como por su intensidad, de forma
similar a nuestro trabajo. Encuentra una alta correlacion entre la intensidad y la
frecuencia de expresion (%) por lo que restringe el analisis de los datos a esta
ultima variable. Obtiene, en el analisis univariable, una mayor expresién en
carcinomas en estadios bajos (T;-T»), en los subtipos no de células claras y en
tumores localizados. Propone como punto de corte ideal el 75% de las células con
expresion y con este valor realiza el analisis multivariable, obteniendo significacion
estadistica (p=0,024). Cuando estratifica para carcinomas localizados (No-Myg), la
expresion de PTEN pierde su significacién estadistica y deja de tener valor
prondstico independiente, que si mantiene en tumores metastdsicos (p=0,04). Con
estos datos concluye que la inhibicion de la via m-TOR podria ser mas beneficiosa

en pacientes con CCR de células claras metastasicas y baja expresiéon de PTEN.

Dadas las caracteristicas de nuestra serie, con gran mayoria de tumores no
metastasicos, los resultados son compatibles con los obtenidos por Pantuck en la
serie de la UCLA, si bien por el nimero de pacientes no podemos obtener datos
concluyentes en tumores distintos a los de células claras ni en pacientes
metastasicos. Lee ' en su serie publicada de 67 pacientes obtiene al igual que
nosotros una correlacién entre bajos niveles de expresidon de PTEN y alto grado
nuclear, asi como con el estadio tumoral y no encuentra relacién con edad, sexo,
tamafio tumoral y tipo histolégico, en analisis univariable; la baja expresién de
PTEN se asocia con una menor supervivencia, aunque no logra tener significacion

como variable prondstica independiente en el modelo multivariable. Para Kondo®*®
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las mutaciones de PTEN ocurren como evento tardio en la transformacién tumoral
y contribuye esencialmente a invasion y a la metastatizacién del mismo. Hager**
estudia 493 muestras mediante técnica de TMA analizando las distintas formas de
expresion de PTEN. Concluye que la expresidon del mismo es predominantemente
citoplasmatica y que el patréon de expresion no influye como factor prondstico en la
supervivencia, en discrepancia con nuestros datos en cuanto al patréon de
expresion. He **° estudia 35 CCR de células claras y 9 papilares y demuestran que
en el 31% de sus tumores de células claras coexisten niveles elevados de P-AKT en
presencia de altos niveles de expresion de PTEN por lo que existen otros
mecanismos de control de AKT, independientes de PTEN y/o puede existir una

expresion de PTEN que por mutaciones genéticas no sea activo.

P-AKT.

Esta serina-tirosina kinasa inicia una serie de cascadas intracelulares tras su
activaciéon, todos ellos mediados por fosfatidil-inositoles. Su receptor
transmembrana puede ser estimulado de multiples formas: factor de crecimiento
(PDGF, EGF, NGF, IGF,...) integrinas, angiotensina ll,alteraciones oncogénicas, etc,
de forma que activa la fosfatidil-inositol-3-kinasa, que convierte fosfatidil-inositol 4-
5 difosfato en 3,4,5 trifosfato, que actua como segundo mensajero activando AKT
mediante la unién de alta afinidad de éste a su extremo N terminal. Esta activacion
afecta de forma conformacional a la molécula de AKT fosforilandola a nivel de
treonina 308 y serina 473. Los efectos de esta activacién se traducen en otras vias
de seiializacién afectando al metabolismo de la glucosa (via GSK), a la regulacidn
del ciclo celular (via MDM2/p21/p27/ciclina D), a inhibicidn de la apoptosis celular
(via BAD/FKHR/procaspasa 9) y a invasion de las células (via NF-KB) entre otras %
Es en esta via donde PTEN, como vimos previamente, realiza la labor supervisora
impidiendo que aumenten los niveles de PIP-3 (fosfotidil inositol trifosfato)

mediante defosforilizacién de éste en posicién 3 por lo que PTEN y p-AKT van a
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estar estrechamente vinculados, de forma que niveles bajos de PTEN o proteinas

no funcionantes va a dar lugar a altos niveles de p-AKT 208, 321

En nuestra serie, en el andlisis univariable, obtenemos diferencias en cuanto a
supervivencia segun el porcentaje de células que expresan p-AKT para los grupos
establecidos, todos con diferencias significativas a excepcion del grupo (26-50%)
comparandolos con aquellos tumores que no expresan p-AKT. Igualmente de forma
global aquellos tumores que expresan el marcador (en cualquier porcentaje) tienen
una peor supervivencia a 72 meses que los que no lo expresan (p=0,02; HR=2,37).
Igualmente existen diferencias significativas (p=0,004) en el modelo univariable
para predecir tiempo libre de enfermedad, cuando se estratifica en grupos por
porcentaje de células que tifien el marcador. Sin embargo, no alcanza significacion
estadistica (p=0,09; HR=1,74) cuando estratificamos para expresion frente a no
expresion. Utilizando como punto de corte el 50% de células que expresan p-AKT, si
obtenemos significacion (p=0,04; HR=2,50) para los tumores que sobrepasan este
limite en el calculo de tiempo libre de enfermedad post-tratamiento quirurgico

reducido con respecto a los que no lo expresan.

Realizado el modelo multivariable se mantiene la expresion de >50% como factor
prondstico independiente para supervivencia en los CCR (p=0,04; HR=3,81). Sin
embargo no logra significacién estadistica para predecir tiempo libre de
enfermedad (p=0,11; HR=2,43). Cuando realizamos el modelo multivariable
Unicamente en los carcinomas de células claras se mantiene la significacién tanto
para supervivencia (p=0,02; HR=5,05) como para ILE (p=0,03; HR=4,12) por lo que la
expresion de este marcador en >50% de las células se puede considerar como

factor pronéstico independiente en este tipo tumoral.

En la valoracion de la intensidad de expresidon encontramos significacién en el
analisis univariable para aquellos que lo expresan de forma intensa (p=0,02;
HR=3,48) para calculo de supervivencia y para tiempo libre de enfermedad (p=0,03;
HR=2,99). No se mantiene la significacion en el modelo multivariable para
supervivencia en tiempo libre de enfermedad en CCR ni en carcinoma de células

claras.
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k ** en su estudio de UCLA sobre 375 pacientes encuentra expresion de p-

Pantuc
AKT citoplasmatico en el 93% de sus tumores, siendo mayor su expresidon en
tumores de células claras que en el resto. Analiza la expresién de p-AKT nuclear y
percibe un prondstico favorable cuando lo expresa y desfavorable cuando la
expresion es citoplasmatica, siendo un factor independiente en el modelo

multivariable. Se toma como punto de corte ideal el 40% de las células con

expresion del mismo, bastante préximo al tomado en nuestro estudio.

322

Merseburger en un estudio con 176 muestras tumorales estudia diversas

moléculas relacionadas con la via m-TOR y halla una menor supervivencia en

323 3naliza 386

pacientes con baja expresion de PTEN y alta de p-AKT. Hager
muestras mediante TMA, obteniendo los siguientes resultados: una mayor
expresion de p-AKT en nucleo que en citoplasma; no objetiva relaciéon del marcador
con grado, estadio o invasividad; mayor expresién en carcinomas de células claras y
papilares que en el resto de tumores y comportamiento como factor prondstico
independiente para supervivencia. Nuestros resultados parecen confirmar los
encontrados en los anteriores estudios mencionados en este sentido. En el analisis
estratificado de nuestra muestra, encontramos diferentes interacciones entre
variables en consonancia con lo expresado en la literatura. Asi encontramos una
relacion significativa (p=0,002) entre la expresion de p-AKT y la de PTEN, con un
HR=6.54 de mortalidad para aquellos tumores que marcan >50% de las células p-
AKT y <75% de las células PTEN, frente a HR=1.58 (p=0,67) para los que marcan p-
AKT y >75% PTEN. Relacidn similar existe en el calculo de HR para ILE (HR=1,00;
p=1,00 para los que expresan >50% p-AKT y >75% PTEN). Por lo tanto, van a tener
peor pronodstico aquellos tumores con alta expresién de p-AKT y bajo de PTEN

concomitantemente.

DMV.

La densidad microvascular es considerada como una forma de cuantificar la
vascularizacién tumoral. Su valor prondstico es controvertido en el CCR, de tal

forma que existen trabajos que avalan su valor, con una correlacion positiva entre
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52, 289, 324, 325 326, 327

DMV y supervivencia , Aaunque otros muestran su valor contrario
Si bien es cierto que son distintos los marcadores utilizados en cada uno de los
estudios para realizar las tinciones (CD31, CD34, factor VIII, endoglina, etc). No
encontramos en nuestra serie un valor prondstico en cuanto a supervivencia ni
como predictor de ILE en analisis univariable ni multivariable. Aunque el valor de la
muestra es limitado por el escaso nimero de pacientes en los que se ha realizado
el andlisis del marcador CD31, los valores de p obtenidos (p=0,99; HR=0,99 para
supervivencia y p=0,98; HR=1,03 para cdlculo de ILE) nos hace pensar que no
existirian diferencias apreciables con mayor nimero de tumores estudiados, por lo
gue no aumentamos el numero de éstos para continuar el estudio. Ni
McLennam?%, que analiza la expresién de factor VIl como forma de medir DMV ni
Mikami **° encuentran ningun tipo de relacién entre la densidad microvascular y la
agresividad o su influencia en la supervivencia en los CCR. En nuestro estudio
hemos utilizado CD31 (PECAM-1) como marcador de neovascularizacion. Se trata
de una glicoproteina transmembrana perteneciente a las inmunoglobulinas de
moléculas de adhesion presente en la superficie de plaquetas, leucocitos y células

endoteliales.

Sadlung **° analiza 208 muestras de CCR mediante TMA, evaluando la DMV
mediante inmunohistoquimica con marcador CD31. Encuentra significativamente
mayor expresién en CCR de células claras en comparaciéon con los papilares
(p<0,001). Descubre en los carcinomas convencionales una relacion inversa con
estadio TNM (p=0,02) y con el grado nuclear (p=0,01) en analisis univariable, que
no se mantiene en el multivariable. Zhang **! analiza 70 muestras tumorales de CCR
analizando CD31 y encuentra correlacion entre DMV y estadio tumoral. Djordjevicy
col. ** analizan 93 muestras de carcinomas de células claras mediante tincién de
CD31 y comparan expresiéon de VEGF, Ki67 y DMV. Contrariamente a nuestro
estudio encuentran un menor valor de DMV, un mayor grado nuclear y mayor
indice de proliferacion con Ki67 en carcinomas que expresan >75% VEGF. Dados los
hallazgos descritos a cerca del valor prondstico de la DMV existentes en la

literatura, no es posible definir el valor prondstico en estos momentos,
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probablemente por varios motivos. Por un lado, hablar de DMV es poco util puesto
gue la forma de cuantificarla, se basa en la expresién de multiples marcadores que
pretenden expresar lo mismo, pero que probablemente no lo hagan.
Probablemente no sea posible comparar los hallazgos conseguidos con la expresiéon
de CD31 con los de CD34 o con los de factor VIIl o con endoglina (CD105). En este
sentido Yao *®° diferencia mediante la expresion de CD31 y CD34, 2 tipos diferentes
de vasos, los CD31+/CD34+ que el define como vasos diferenciados o maduros, y
los CD31+/CD34- que corresponderian a vasos indiferenciados, cada uno con un
valor prondstico distinto. Por otro lado, conocemos que los CCR son tumores con
gran neovascularizacidon, mayor que en otros tipos de tumores, y sin embargo la
DMV tumoral es menor que en tejido renal normal **3, lo que indicaria que DMV no
es equivalente a actividad angiogénica. Rak y col. 334 sugieren que la DMV refleja la
demanda vascular y/o metabdlica del tumor y no el hecho de Ia

neovascularizacién/actividad angiogénica en si.
Ki 67.

El Ki67 es un antigeno nuclear expresado en las fases Gi, G,, G3 y M del ciclo
celular, ausente en células en reposo, lo que lo hace util como marcador de

proliferacion celular %,

Realizado analisis univariable en nuestros tumores encontramos diferencias en
cuanto a supervivencia e ILE en los CCR segun expresién o no de este marcador,
con un peor prondstico en los pacientes que expresan Ki67 (HR=4,91; p=0,001 para
supervivencia y HR=2,70; p=0,04 para tiempo libre de enfermedad). Sin embargo
estas diferencias no se mantienen en el modelo multivariable ni para CCR

globalmente ni para CCR de células claras.

Al realizar analisis estratificado de nuestras variables, podemos encontrar el motivo
de que en el modelo multivariable no se mantenga la expresion de Ki67 como
factor prondstico independiente. El riesgo relativo de mortalidad esta claramente
aumentado en carcinomas en estadio pT; (HR=5,22; p=0,004) por lo que la

expresion de este marcador es un factor de riesgo para mortalidad en tumores de
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bajo estadio (pTi). En nuestro estudio encontramos también una relacion evidente
con el tipo tumoral de tal forma que la expresidon de este marcador es un factor de
riesgo para mortalidad y recidiva tumoral en los carcinomas de células claras y no
en el resto de tipos histoldgicos (HR=6,24; p=0,001 para mortalidad y HR=3,06;

p=0,04 para tiempo libre de enfermedad).

La expresidon de Ki67 se ha asociado con estados clinicos avanzados y peor grado

335

histoldgico **°. Autores como Moch **°, Kallio **® y Yildiz **” encuentran menor

supervivencia en los tumores con expresion de Ki67 en andlisis univariable, que no

22> analiza 257 muestras de CCR

se mantienen en el multivariable. Visapa
obteniendo la expresion de Ki67 significacion estadistica (p=0,03) como factor
prondstico de superviviencia independientemente del resto de variables

338 astudia mediante técnica de TMA 224 pacientes tratados con

analizadas. Bui
nefrectomia por CCR. Analiza Ki67 solo y asociado a CAIX. Su trabajo muestra en
modelo multivariable el comportamiento de estos marcadores como factores
prondsticos (HR=1,78; p=0,01 para Ki67) tanto solos como combinados entre si
(p<0,001 para combinacién de ambos) permitiendo estratificar subgrupos de
pacientes de bajo, intermedio y alto riesgo. Delahunt 339 realiza inmunotincion para
Ki67 en 173 tumores y propone como punto de corte el 6% de expresién de las
células, mostrando diferencias significativas en cuanto a supervivencia. De Riese®*
en un estudio prospectivo con 58 pacientes encuentra alta correlacién con el grado
nuclear y con la tasa de recurrencia sin encontrar correlacién con el estadio pT,
comprobdandose la expresién de este marcador como factor prondstico
independiente. Rioux *® y Kim *** también encuentran la expresién de Ki67 como
predictor independiente de supervivencia en sus estudios, aunque el estudio de

Kim con 150 pacientes esta realizado Unicamente con tumores metastasicos.

Cheville 3* y Gelb 3 limitan su estudio a pacientes en estadio pT; sin hallar
evidencia de relacidon entre la expresién del marcador y la supervivencia de los
pacientes. Nuestro estudio ratifica los resultados obtenidos por otros autores como
Moch, Kallio o Yildiz en cuanto a la implicacién de este marcador como factor

prondstico Unicamente en el analisis univariable, sin que el multivariable ratifique
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su uso como marcador predictivo. El hecho de que la probabilidad de mortalidad
para los tumores pT; (HR=5,22; p=0,004) se mayor que para los tumores pT,
(HR=1,76; p=0,55) es dificilmente explicable y difiere de lo publicado en la
literatura. Asi mismo también existe una mayor probabilidad de muerte para los
CCR de células claras que expresan Ki67 que en otros tipos histolégicos, también
dificilmente justificable si nos atenemos a lo publicado por otros autores, en los

gue no se encuentran estas diferencias.

La probabilidad de mortalidad, en nuestro estudio, también en mayor (HR=5,83;
p=0,001) en aquellos tumores con mayor expresiéon de PTEN (>75%), e igual sucede
con la probabilidad de recidiva en estos tumores (HR=3,16; p=0,03). La relacién
Ki67-PTEN es poco clara y no existen datos en la literatura que permitan predecir el
comportamiento de tumores cuando se combinan ambos marcadores. Parece
l6gico pensar que aquellos tumores con menor expresidon de PTEN deberian tener
una mayor agresividad y una mayor actividad proliferativa, por la accién protectora
qgue PTEN conlleva, si bien en nuestro estudio la mortalidad y el riesgo de recidiva
de enfermedad es mayor en aquellos tumores que expresan Ki67 y mayor
expresion de PTEN muestran. De forma analoga y coherente con los resultados de
nuestro estudio la expresidn de Ki67 es un factor de riego mayor para mortalidad
en tumores con menor expresién de p-AKT (con accidon antagdnica a PTEN), con
HR=5.10 y p=0.01 para los que no expresan p-AKT, HR=5,15 y p=0,08 para tumores
con expresion <50% y HR=2,04 y p=0,54 para tumores con expresion >50% de p-
AKT. Por tanto existe un mayor riesgo de mortalidad en aquellos tumores Ki67 (+)

gue expresan PTEN asi como en los que no expresan p-AKT.
BCL-2.

La proteina bcl-2 actua habitualmente como inhibidor de la apoptosis celular,
aunque su papel en el CCR esta por descubrir. Pocos son los informes existentes en
la literatura relacionados con este marcador que dispongan de un elevado nimero

de casos.
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En nuestra serie no percibimos en el estudio univariable diferencias entre los
grupos que expresan o no este marcador tumoral (HR=1,15; p=0,74) para predecir
supervivencia no intervalo libre de enfermedad (HR=0,96; p=0,92). Tampoco
hallamos en el andlisis estratificado de las variables interacciones que condicionen
la evolucion de los tumores entre las distintas variables. Vemos, por tanto, que la
expresion de bcl-2 no condiciona de modo alguno ni predice la evolucién de los CCR

9, en la Clinica Cleveland, estudia 28

en nuestro grupo de pacientes. Vasavada
casos de carcinomas de células claras, 7 papilares y 4 oncocitomas; todos ellos en
estadio pT,. Encuentra una correlacién positiva (p=0,02) con tumores de alto grado,
pero no con supervivencia, recurrencia o metdstasis y concluye la falta de eficacia

para predecir evolucion. Itoi 190

analiza una cohorte de 101 pacientes con
enfermedad localizada encontrando que la positividad se correlacionaba con mejor
supervivencia (p=0,01) y menor grado (p=0,02) y estadio tumoral (p=0,03). Lee***
realiza estudio inmunohistoquimico en 149 tumores, (112 pTs; primarios y 37
metastdsicos) y observa una mayor expresion de bcl-2 en los metastdsicos en
comparacion con los primarios (p=0,003), pero la expresién del marcador no
predecia superviviencia ni tiempo libre de enfermedad. Zhang ** en su estudio de
70 CCR, tampoco informa de relacién del marcador con hallazgos clinicopatolégicos
ni relacion alguna con superviviencia. Por tanto, no parece que la expresion de bcl-

2 tenga, por lo publicado hasta ahora, demasiada relevancia para predecir la

evolucidn futura de los pacientes con CCR.
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1.- El estadio tumoral (pT) se comporta como factor prondstico para predecir
supervivencia y tiempo libre de enfermedad tanto en CCR de células claras
como en el total de los adenocarcinomas renales, tanto en el modelo

univariable como en el multivariable.

2.- El estadio tumoral (pN) se comporta como factor prondstico para predecir
supervivencia y tiempo libre de enfermedad en el andlisis univariante para el
estadio pN,, pero no en el multivariable en los CCR, ni en los CCR de células

claras.

3.- El grado nuclear se comporta como factor prondstico para predecir
supervivencia y tiempo libre de enfermedad tanto en los CCR globalmente

como en los de células claras en el analisis univariable y multivariable.

4.- El tipo histologico no se comporta en nuestra serie como factor prondstico

independiente.

5.- La expresion de CAIX es un factor prondstico independiente para predecir
tiempo libre de enfermedad uUnicamente en los CCR de células claras.
Encontramos un efecto clinico relevante para predecir supervivencia en estos

tumores aunque sin alcanzar significacion estadistica.

6.- La expresién de VEGF es un factor prondstico independiente para predecir

supervivencia y tiempo libre de enfermedad en los CCR.

7.- La expresion de PTEN citoplasmatico es un factor prondstico en el andlisis

multivariable para predecir tiempo libre de enfermedad en el CCR.
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8.- La expresion de p-AKT en mas del 50% de las células es un factor
prondstico independiente en el modelo multivariable para predecir
supervivencia en CCR y para predecir supervivencia e intervalo libre de

enfermedad en los carcinomas de células claras.

9.- La DMV, la expresion de Ki67 y de bcl-2 no son utiles para predecir

supervivencia ni tiempo libre de enfermedad en los CCR.
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