View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Repositorio Universidad de Zaragoza

TRABAJO FIN DE MASTER

“Evaluacion de la expresion y correlacion de
HLA-G y sHLA-G como factores prondésticos en

el carcinoma renal”

Master en Iniciacion a la Investigacion en Medicina (Facultad de Medicina

de Zaragoza).

ALBERTO RODRIGO CACERES


https://core.ac.uk/display/289978877?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

INDICE

1. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
1.1. Antecedentes

1.2. Objetivos del estudio

2. INTRODUCCION

2.1. Carcinoma renal
2.1.1.Epidemiologia
2.1.2.Factores de riesgo
2.1.3.Tipos histologicos y factores prondsticos

2.2. Molécula de HLA-G

2.3. HLA-G y carcinoma renal
2.3.1.Expresién de HLA-G en el carcinoma renal
2.3.2.Mecanismos moleculares de la regulacién de HLA-G

2.3.3.Alteraciones en la estructura del HLA-g: polimorfismos del HLA-G en el
carcinoma renal

2.3.4.Efecto de la expresion de HLA-G en la respuesta inmune en el carcinoma renal

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material
3.1.1.Pacientes
3.1.1.1. Universo poblacional
3.1.1.2. Criterios de inclusion y exclusion. Universo muestral
3.1.1.3. Muestras
3.1.2.Material para estudio inmunohistoquimico
3.1.2.1. Anticuerpos
3.1.2.2. Otros materiales
3.1.3.Material para estudio ELISA
3.2. Métodos
3.2.1.Recogida de datos y Estadiaje de los pacientes
3.2.2.Procesado de las muestras
3.2.2.1. Inmunohistoquimica

3.3. Marcadores inmunohistoquimicos y carcinoma renal



3.3.1.Utilidades de los marcadores inmunohistoquimicos
3.3.2.Tipos de marcadores inmunohistoquimicos
3.3.2.1. Citoqueratinas
3.3.2.2. Vimentina
3.3.2.3. Ki67
3.3.2.4. HLA-G
3.3.2.5. ELISA

4. RESULTADOS
4.1. Descripcion de la muestra
4.1.1.Edad y sexo
4.1.2.Estadio tumoral
4.1.3.Metastasis al diagnéstico y localizacién
4.1.4.Progresién de la enfermedad y localizacion
4.1.5.Subtipo histolégico
4.1.6.Exitus
4.2. Resultados de inmunohistoquimica segun subtipo histolégico
4.2.1.HLA-G
4.2.2.Expresion de citoqueratinas
4.2.2.1. Pancyto
4.2.2.2. HMW
4.2.3.Expresion de Vimentina
4.2.4 Expresion de Ki67
4.3. Resultados séricos

4.4. Andlisis de datos

5. DISCUSION

6. CONCLUSION

ANEXO |

7. BIBLIOGRAFIA



1.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
1.1.- ANTECEDENTES

El antigeno leucocitario humano G (HLA-G) presenta un amplio espectro
de funciones inmunosupresoras, jugando un papel importante en la tolerancia
materno-fetal y en la aceptacion de los aloinjertos en los pacientes

transplantados como consecuencia de sus propiedades tolerogénicas”.

Asimismo, se ha encontrado expresion de HLA-G tanto en tumores sélidos 35
como en desdrdenes linfoproliferativos ¢ asociandose esta expresién a una
disminucién o pérdida de las respuestas inmunes mediadas por células NKy T,

y a menudo a un aumento de la tumorogenicidad.

En cuanto a sHLA-G, ha sido también detectado en el plasma de pacientes con
diferentes tipos de enfermedades malignas ’. En cancer renal, la expresion de
HLA-G se ha detectado tanto en lesiones tumorales como en lineas celulares
de cancer renal, y se ha visto como los niveles plasmaticos de sHLA-G son

mayores en los pacientes con CCR respecto a los controles sanos 48

1.2.- OBJETIVOS DEL ESTUDIO

e Determinar la presencia de expresion de HLA-G en lesiones de cancer
renal.

e Determinar los niveles de sHLA-G en suero de pacientes con cancer
renal y controles sanos.

e Determinar si existe correlacién entre los niveles de expresion de sHLA-
G en suero y diferentes parametros clinicos (sexo, edad, PS,
localizacion tumoral, clasificacion TNM, subtipos histologicos, grado
nuclear), y su valor prondstico.

e Determinar si existe correlaciéon entre la expresion de HLA-G en lesiones
de cancer renal y los niveles de expresiéon de sHLA-G en suero en

pacientes con cancer renal.



2.- INTRODUCCION
2.1.- CARCINOMA RENAL

2.1.1 Epidemiologia

El carcinoma renal supone un 3% de todos los tumores solidos, y es el
responsable de un 2% de las muertes por cancer. A nivel mundial, afecta
anualmente a mas de 150.000 personas y produce unas 78.000 muertes por
ano. En los ultimos 30 afnos, la incidencia de carcinoma renal ha presentado
un progresivo y significativo aumento (2-4% anual), con un incremento del 43%
desde el afio 1973 %2 Este incremento ha sido mayor en las &reas
geograficas desarrolladas y mas marcado entre la poblacion negra americana,
que ha sobrepasado a la blanca en las tasas de incidencia ?%. La generalizacion
de las pruebas de imagen abdominales, que condicionan un elevado numero
de diagnodsticos como hallazgo radioldégico casual, explica en parte este

aumento de la incidencia.

En cuanto a la edad mas habitual del diagndstico, se situa entre los 50 y los 70
afios, con una relacién hombre-mujer de 1.6:1 . Se estima que en el momento
del diagndstico hasta un 25% de los casos de cancer renal se presentan como
enfermedad avanzada, debido a que en la gran mayoria de los casos la
enfermedad es asintomatica, pudiendo presentar un gran crecimiento en el
retroperitoneo o diseminacién metastasica y una aparicion tardia de los
sintomas. Asi pues, la triada clasica hematuria, dolor y masa abdominal, indica
generalmente la presencia de enfermedad avanzada. Por otra parte, de los
pacientes sometidos a reseccion por enfermedad localizada, un 33%

presentaran una recurrencia 2> ?°. La supervivencia estimada en Europa para



esta neoplasia a los 5 afios es del 56% para hombres y del 61% para las
mujeres, siendo la mediana de supervivencia de 13 meses para la enfermedad

metastasica 2’.

2.1.2 Factores de riesgo

Se han asociado multiples factores de riesgo a la aparicion de carcinoma renal
2528 con el consumo de cigarrillos y la obesidad como los dos factores mas
consistentemente establecidos. De esta forma, fumar incrementa un 38% el
riesgo de padecer un carcinoma renal con respecto a las personas no
fumadoras, siendo el riesgo mayor en los varones fumadores (54%) que en las
mujeres fumadoras (22%). Existe ademas una relacion dosis-dependiente, con
aproximadamente el doble de riesgo en las personas que fuman mas de 20
cigarrillos diarios y, aunque el abandono del habito tabaquico reduce el riesgo,
no se llegan a alcanzar los valores de la poblacion no fumadora. En el caso de

la obesidad, el riesgo es mayor en las mujeres, con un incremento aproximado

de un 7% por cada 3 kg de sobrepeso.

La hipertension, parece tener también influencia en el desarrollo del carcinoma
renal, a pesar de desconocerse el mecanismo exacto. Otro factor de riesgo
postulado durante afios es el uso cronico de altas dosis de analgésicos,
aunque hasta el momento no ha sido ligado convincentemente con el desarrollo
del carcinoma renal. Ocurre lo mismo en el caso de otras exposiciones, como
al asbesto, gasolina o tricloroetileno. El consumo de frutas y verduras parece

ejercer un efecto protector para la apariciéon de carcinoma renal, si bien no se
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ha encontrado todavia un componente especifico de las mismas como
responsable. Asi pues, son precisos estudios epidemiolégicos para establecer

causas ligadas a la aparicion del carcinoma renal .

Otro aspecto importante a tener en cuenta es que hasta un 4% de los tumores
renales se asocian a un sindrome hereditario. En estos casos su aparicion
suele ser a edades mas tempranas y es mas probable que sea bilateral o
multiple. Estos sindromes se acompafian ademas de alteraciones
caracteristicas en otros érganos, lo cual facilita su diagndstico, y tienen de
forma mayoritaria una herencia autosémica dominante ?°. En las dos ultimas
décadas, los estudios de familias con carcinoma de células renales heredado
han sentado las bases para la identificacién de varios sindromes hereditarios
de cancer renal y se han identificado los genes de los sindromes mejor
caracterizados: Sindrome de von Hippel-Lindau (gen VHL), Carcinoma Papilar
Renal Hereditario (gen c-met), Leiomiomatosis Hereditaria-Cancer Renal (gen
FH), Sindrome de Birt-Hogg-Dubé (gen BHD), y Complejo de la Esclerosis
Tuberosa (genes TSC1 y TSC2) 2%, La naturaleza enormemente diversa de
los genes causales implica a una gran variedad de mecanismos y vias

bioldgicas en la tumorogénesis del cancer renal 2.

2.1.3 Tipos histoldgicos y factores pronosticos

El carcinoma renal engloba a un grupo heterogéneo de neoplasias, existiendo
diferentes formas histolégicas: el carcinoma de células claras (también

denominado hipernefroma o tumor de Grawitz) representa hasta el 75% de los
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casos, el carcinoma papilar (tipo 1 y tipo 2) representa alrededor del 15%, el
cromofobo supone un 5%, y el carcinoma de ductos colectores (de Bellini)
representa un 1%. Se han descrito también otros tipos histolégicos poco
frecuentes como sarcomas, linfomas y tumores carcinoides. Cada tipo
histolégico tiene una evolucion y agresividad diferente, con diferentes genes

implicados en su etiologia y desarrollo 2> %°.

Se han establecido una serie de factores prondsticos para los diferentes
subgrupos de pacientes (localizados, metastasicos) que nos permiten predecir
la evolucion de la enfermedad y sus posibles complicaciones. Podemos

diferenciar tres categorias de factores prondsticos:

1.- Relacionados con el tumor: estadio (el mas importante, determinado
mediante la clasificacion de Robson o mediante la clasificacion TNM), grado
nuclear de FuUhrman, y subtipo histolégico. Tamano tumoral, necrosis
histoldgica y rasgos sarcomatoides son también otros factores, aunque con una

relacidn menos clara.

2.- Relacionados con el paciente: estado general o Performance Status (el mas
importante), asintomatico versus sintomas locales versus sintomas sistémicos,
intervalo libre de metastasis, pérdida ponderal significativa, presencia de

sindrome paraneoplasico, nefrectomia previa.

3.- Valores analiticos: anemia, trombocitosis, hipercalcemia, niveles elevados
de LDH 2°. En los ultimos afios, la neutrofilia se ha postulado también como un

nuevo factor prondstico, en sustitucion de los valores elevados de LDH %°,



Se han validado diferentes algoritmos prondsticos y predictivos que incorporan
estos factores y que nos ayudan tanto en la estimacion del prondstico, mas alla
del estadio tumoral, como en la toma de decisiones. Entre estos algoritmos
destacan el del Memorial Sloan Kettering Cancer Center o Clasificacion de

Motzer, aplicado al estadio IV *°, asi como los de UCLA vy la Clinica Mayo *'

2.2.- MOLECULA HLA-G

El antigeno leucocitario humano G (HLA-G) pertenece a la familia de los
complejos mayores de histocompatibilidad (MHC) clase | no clasicos. A
diferencia de las moléculas HLA clase | clasicas, HLA-G presenta un reducido
polimorfismo de 27 alelos que se expresan y 1 alelo que no se transcribe °*2.

Se diferencia ademas de las moléculas HLA clase | clasicas por su distribucién

restringida a localizaciones inmunoprivilegiadas, como los trofoblastos

44 45 4

placentarios **, timo **, cérnea y pancreas “°, y precursores eritroides y
endoteliales *’. El amplio espectro de funciones inmunosupresoras del HLA-G
incluye tanto la inhibicién directa de células efectoras como la prevencién
indirecta de respuestas inmunes a través de interacciones entre células

presentadoras de antigenos, células reguladoras y HLA-G “8.

En el contexto de su expresion en los citotrofoblastos extravellosos, HLA-G
juega un papel fundamental en la tolerancia materno-fetal ' a través de la
49, 50

prevencion de la lisis inducida por las células NK deciduales y periféricas

linfocitos T citotdxicos antigeno-especificos, asi como por respuestas



proliferativas alogénicas °'

, suponiendo unos niveles reducidos en plasma
complicaciones durante el embarazo como preeclampsia, abortos espontaneos
recurrentes o dificultad de gestacion en fertilizacion in vitro. Ademas, HLA-G
contribuye a la aceptacion de los aloinjertos en los pacientes transplantados
como consecuencia de sus propiedades tolerogénicas # °, y la alteracion de la
expresion, funcion y estructura del HLA se ha demostrado como un evento

frecuente en el desarrollo y progresién del cancer *2. Otros como el HLA-G5 se

han mostrado como un buen predictor de la evolucién del shock séptico .

De la transcripcion de HLA-G primario por splicing alternativo se generan siete
isoformas, cuatro de ellas (HLA-G1,-G2,-G3 y -G4) estan unidas a la superficie
celular, mientras que las otras tres restantes (HLA-G5, -G6 y -G7) son solubles,
siendo las homodlogas de HLA-G1, -G2 y -G3 respectivamente. La Unica
isoforma derivada de la traslacién de la transcripcion total de HLA-G es HLA-
G1, ya que el resto de isoformas unidas a la membrana carecen de uno o dos
dominios globulares. La estructura de las isoformas solubles coincide en la
parte extracelular con las correspondientes isoformas unidas a la membrana,
difiriendo en el extremo C. El dominio extracelular y la parte intracitoplasmatica
que esta presente en las formas unidas a la membrana esta sustituido en las
isoformas secretadas por una porcion hidrofilica corta. Estas diferencias
proporcionan un marcador para distinguir las isoformas de HLA-G modificadas
o fragmentadas mediante protedlisis de las isoformas de HLA-G secretadas.
Las principales isoformas son HLA-G1 y HLA-G5, que desarrollan una actividad
inmunosupresora mediada por su unién a los receptores CD85j (ILT-2), CD85d
(ILT-4), CD158d (KIR2DL4), y CD160 (BY55). Estos receptores tienen una
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distribucion celular diferencial: CD85j (ILT-2) esta expresado por las células B,
T y NK, CD160 (BY55) esta expresado por las células T, NK y endoteliales,
mientras que CD85d (ILT-4) esta expresado unicamente por los macréfagos, y

CD158d (KIR2DL4) sdlo por las células NK.

El dominio a1 de HLA-G es probablemente responsable de la funcion de

inhibicién directa ** °°, ya que es comun a todas las isoformas unidas a
membrana (HLA-G1-4), exhibiendo propiedades inhibitorias. Las funciones
inmunomoduladoras directas de HLA-G estan mediadas por la interaccion con
receptores inhibitorios como KIR2DL4 (p49) expresados en células natural killer
(NK) % |ILT2 en células linfoides y monociticas, e ILT4 en células dendriticas,

monocitos y macréfago *°

; el receptor KIR2DL4 se une especificamente a
moléculas HLA-G, mientras que ILT2/ILT4 también reconoce otros ligandos
HLA clase | (aunque HLA-G es el que presenta una mayor afinidad de unién a
ILT2/ILT4 °" °8). En cuanto al efecto inmunosupresor indirecto de HLA-G, esta

mediado por la expresion de HLA-E, una molécula HLA clase Ib no clasica que

interacciona con el receptor inhibitorio NKG2A (CD94) en células NK y T *°.

2.3.- HLA-G Y CARCINOMA RENAL

2.3.1.- Expresion de HLA-G en el carcinoma renal

Existen, como ya se ha dicho, diferentes resultados acerca de la expresion de
HLA-G en los tumores de diferentes origenes * & ° de forma que la up-
regulation de la expresion de HLA-G se ha encontrado tanto en tumores soélidos

10, 11

como en enfermedades hematoldgicas . Ademas, existen variaciones
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significativas en la frecuencia de la expresion de HLA-G entre los diferentes
tipos tumorales analizados y también entre un mismo tumor dependiendo del
estudio, lo cual podria deberse fundamentalmente a los diferentes anticuerpos

utilizados para realizar la inmunohistoquimica.

Existen cuatro publicaciones fundamentales en el analisis del papel de la
expresion de HLA-G en el carcinoma renal, en las que se han utilizado piezas
tumorales y/o lineas celulares tumorales junto a tejido renal normal. En
conjunto, se han estudiado 86 lesiones tumorales de diferentes subtipos
histoldgicos junto a los correspondientes tejidos renales normales y 25 lineas
celulares de carcinoma renal han sido investigadas acerca de la transcripcidn
y/o translaciéon del HLA-G utilizando diferentes pares de primers HLA-G-
especificos y varios anticuerpos HLA-G-especificos >'>'°. En estos estudios,
se ha encontrado expresion del RNAm y de la proteina de HLA-G en
aproximadamente un 45-60% de las lesiones de carcinoma renal, en funcion de
los diferentes estudios, pero no se ha encontrado expresiéon en el tejido renal
normal, siendo la frecuencia de la expresion de HLA-G mayor en el carcinoma
renal en comparacion con otros tipos tumorales * 8. Se ha estudiado también la
existencia de una posible correlacion entre la expresion de HLA-G y ciertos
parametros clinicos (tipo histolégico, localizacién tumoral, sexo, edad, grado
nuclear, estadio de la enfermedad, y clasificacion TNM), sin encontrar hasta el
momento relacion > '* 3. Sin embargo, la expresion de HLA-G si parece ser
subtipo celular-especifica, ya que su expresion se ha encontrado
fundamentalmente en el subtipo de células claras > '°, mientras que otros tipos
histolégicos de CCR, como el papilar, croméfobo, o de los ductos colectores
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(de Bellini) eran negativos en la mayoria de los estudios para la expresién por
IHQ de HLA-G ™ ', La expresion selectiva de HLA-G en el subtipo de células
claras podria ser debida a mecanismos especificos implicados en la
transformacién maligna de este subtipo histolégico que controlan muchos
genes que regulan la expresiéon de HLA-G. Ademas, dado que HLA-G no se ha
detectado en tejido renal embrionario ni fetal, se puede excluir una reactivacion
de la expresién de genes durante el desarrollo del rifion '*. Sin embargo, en un

2 se ha observado expresion de HLA-G también en los

estudio reciente
subtipos cromdéfobo y de los ductos colectores, debiéndose esta discrepancia
probablemente al mayor tamafio muestral, y siendo necesarios por tanto otros
estudios con una mayor cohorte de estas histologias para aclarar esta
controversia. Es interesante también el hecho de que existen diferentes modos
de expresion de las isoformas HLA-G-especificas en las lesiones de carcinoma
renal, y asi se ha visto como las mas prominentes son las isoformas HLA-G1-5
y -3. En algunos casos, el RNAm y la proteina de HLA-G no se expresan de
forma coordinada; de esta forma, la frecuencia de la expresion del HLA-G de
superficie esta reducida cuando la comparamos con la transcripcién de HLA-G,

sugiriendo una regulacion post-transcripcional de HLA-G en las lesiones

tumorales renales.

En cuanto a los resultados obtenidos en las 25 lineas celulares de cancer renal,
son similares: 13 de las 25 lineas celulares expresaron RNAm de HLA-G,
mientras que la expresion y secrecion de HLA-G de superficie se ha
encontrado en 11 de las 25 lineas estudiadas. Ademas, cultivos a corto plazo
de células renales epiteliales normales presentan una ausencia total de HLA-G,
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tanto de RNA como de proteina. La reducida frecuencia de la transcripcion de
HLA-G encontrada en las lineas celulares respecto a las lesiones tumorales
parece ser debida a la ausencia de los factores del microambiente tumoral, y
esto se ha demostrado por la pérdida del HLA-G durante el cultivo del tejido. La
significativa expresion de HLA-G de superficie en algunas lineas celulares se
acompana de la deteccion tanto de formas unidas a membrana como de HLA-
G soluble, en particular del sHLA-G1 implicado en la secrecion de HLA-G1 y
sHLA-G5, representando la forma secretada del intron 4, asi, la
inmunoprecipitacion utilizando el anticuerpo monoclonal MEM-G/9 ha detectado

HLA-G1y sHLA-G1 ' °,

2.3.2.- Mecanismos moleculares de la regulacion de HLA-G

La expresion del gen de HLA-G implica complejos mecanismos reguladores y
se ha visto que ocurre tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional.
En el promotor de HLA-G, el HLA-G clase | acting regulatory elements son
interrumpidos y a pesar de que X1 box esta intacto, el HLA-G no responde al
factor RFX5 °°. La regulacion de HLA-G mediada por CREB/ATF se debe a tres
elementos CRE/TRE identificados en la regién promotora de HLA-G y, ademas,
existe evidencia de una region reguladora positiva 1 kb por encima del ATG del

gen de HLA-G 2,

El elemento respuesta estimulado por el IFN en el promotor de HLA-G es
responsable de la up-regulation del HLA-G mediada por IFN °*. Detras del

control transcripcional, la expresidon del gen de HLA-G esta regulada

14



estrechamente a nivel epigenético % de forma que ha sido demostrada en
tumores la hipermetilacion del sitio CpG de la region reguladora 5’ 400 bp por
encima del codén de inicio del HLA-G y alteraciones en la acetilacion de
histonas que pueden ser revertidas por medio de agentes demetilantes y
deacetilantes ' %2, Ademas de la silenciacién de la histona metilacién-mediada,
la acetilacion del promotor de HLA-G también afecta a la regulacion del gen de

HLA-G.

Se ha demostrado también la metilacion del promotor de HLA-G en varias
lineas celulares y piezas tumorales de carcinoma renal. La expresion del
RNAm y de la proteina de HLA-G podrian ser inducidas mediante el tratamiento
de células tumorales renales con el agente demetilante desoxiazacitidina
(DAC). La demetilacion del promotor estaba acompafiada por un incremento en
la expresion de HLA-G en la superficie celular, en particular de la isoforma
proteica HLA-G1, lo cual se vio como independiente de la expresion de los

antigenos de superficie del HLA clasico clase |I.

2.3.3.- Alteraciones en la estructura del HLA-G: polimorfismos del HLA-G

en el carcinoma renal

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) han sido descritos en regiones
no codificantes del gen HLA-G °® y estan representados por 18 SNPs en la
region promotora y un polimorfismo delecion/insercién 14-bp en el exén 8,
1 61,

codificando para la region no traducida 3’ del gen HLA-G en la posicion 374

%2 Este polimorfismo influye en la estabilidad del RNAm de HLA-G y en el
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splicing de la isoforma, modulando asi el nivel de expresion de HLA-G, lo que
se ha visto que podria jugar un papel inmunomodulador durante la
implantacion, embarazo, autoinmunidad y desarrollo tumoral ®* ®*. De hecho,
las variantes polimorficas de HLA-G caracterizadas por el polimorfismo
delecidn/insercion 14-bp estan asociadas con abortos recurrentes y otros
desdrdenes gestacionales; este polimorfismo de HLA-G dependeria de la
poblacion, ya que la frecuencia de la delecion/insercién 14-bp de los alelos de
HLA-G podria ser igual en muchos caucasianos, pero no en las poblaciones
brasilefia y africana ®*. Debido al aumento de la expresién de HLA-G en el
carcinoma renal, se podria especular que el polimorfismo de la delecion 14-bp
podria influenciar en la actividad transcripcional de HLA-G y tendria por tanto
una relevancia funcional en esta enfermedad. El analisis de este polimorfismo
en piezas tumorales renales y en epitelio renal normal ha demostrado que el
polimorfismo de la delecion 14-bp ocurre con una frecuencia elevada; sin
embargo, no ha sido posible relacionar este polimorfismo con diferentes
expresiones y funciones de HLA-G. Se ha sugerido que estos datos suponen
que este polimorfismo no tiene una significacion funcional para el carcinoma
renal, aunque no se podria excluir que otros polimorfismos ligados al
polimorfismo 14-bp pudieran también contribuir a la patogénesis inmune de

esta enfermedad °.
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2.3.4.- Efecto de la expresion de HLA-G en la respuesta inmune en el

carcinoma renal

Se ha comunicado que la up-regulation de la expresion del antigeno HLA no
clasico puede modular respuesta inmunes en situaciones de enfermedad como
infecciones por citomegalovirus, transplantes, y tumores. Ademas, el switch de
las isoformas de HLA-G puede alterar la sensibilidad a las células efectoras

inmunes °& ¢,

La expresion del HLA-G constitutivo y de las células tumorales
renales afecta a la actividad de las células efectoras inmunes; de hecho, las
células tumorales renales HLA-G" son protegidas del MHC-restricted de la lisis
antigeno-especifica mediada por linfocitos T citotoxicos, mientras que las
células renales HLA-G™ son reconocidas %*. La susceptibilidad de la célula
tumoral renal afectada no es debida a la reducida expresion en superficie del
MHC clase | ni esta asociada con el HLA-E, ya que tanto las células renales
normales cono las tumorales expresan niveles comparables de antigenos de
superficie HLA-E; ademas, la expresiéon de HLA-G también afecta a la funcién
de la célula inmune. Se ha visto como las células LAK reconocen de forma
eficiente las células renales normales HLA-G" y las células K562, mientras que
en contraste, la lisis de las lineas celulares de cancer renal HLA-G" estaba
reducida de forma significativa. La actividad LAK podria ser restaurada
utilizando el mAb W6/32 pan-HLA clase | que reacciona con el HLA clase |,
HLA-G, y la molécula inmune de regulacion negativa HLA-E; sin embargo, la
implementacion de este anticuerpo no tendria efecto en la lisis de las células
renales. Ademas, las células renales HLA-G" son resistentes a la lisis mediada
por las células NK, aunque existe una diferencia significativa entre el nivel de

proteccion utilizando células LAK y NK 1% ¢4,
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL

3.1.1. Pacientes

3.1.1.1. Universo poblacional

Los pacientes incluidos en este trabajo proceden del Area 3 del mapa sanitario
de Aragon (Figura 1) que recoge el Sector Zaragoza Il y el Sector Calatayud,
los cuales incluyen: poblacion urbana de Zaragoza ciudad y ciertos barrios, y
poblacion rural de las comarcas de las Cinco Villas, Zaragoza, Ribera Alta del
Ebro, Campo de Carifiena, Valle del Alagéon, Campo de Borja, Tarazona y el

Moncayo, Calatayud, Campo de Daroca, Valdejalon y Aranda.

Sector Teruel

Figura 1. Mapa sanitario de Aragon.
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3.1.1.2. Criterios de inclusion y exclusion. Universo muestral.

Sobre el universo poblacional descrito en el apartado previo se considerd
candidatos a estudio a todos los pacientes tratados en el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa de Zaragoza, que cumplieran los siguientes criterios

de inclusion:

Pacientes mayores de edad

- Diagnéstico histolégico de carcinoma renal obtenido por nefrectomia o

biopsia
- Se admiten todos los subtipos histolégicos
- Se admiten todos los estadios
- Se admiten nuevos diagndsticos y recaidas

- Todos los pacientes incluidos en este estudio cumpliran los requisitos
exigidos por el Comité Etico de investigacion Clinica de Aragon (CEICA),
quien con fecha 27/6/2012 y en su acta 12/2012 emitié dictamen favorable

a nombre de la Dra M Berta Saez Gutiérrez (ANEXO ).

El periodo de obtencion de las muestras histologicas fue el comprendido entre
Julio de 2008 y Diciembre de 2009. El periodo de recogida de datos finalizé en

Julio del 2014.
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3.1.1.3. Muestras

Se utilizo tejido tumoral y sano adyacente procedente de biopsias y piezas de
nefrectomias realizadas a pacientes afectos de carcinoma de células renales,
entre Julio de 2008 y Diciembre de 2009, en el Servicio de Urologia del
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Para el procesado
inmediato del tejido fresco obtenido se utiliz6 un bisturi para cortar las
muestras, Paraformaldehido (PFA) al 4% , alcohol, parafina para la posterior
inclusion de parte de la muestra en la misma, nitrogeno liquido y un congelador
de -80° C para el almacenamiento en el Banco de Tumores (I+CS). Ademas, se
sometid a un procesado con DMSO (Dimetilsulféxido) a la porcion de tejido

destinada a la realizacion de cultivo celular.

Asimismo, se obtuvo suero procedente de sangre periférica de estos mismos
pacientes que se almaceno en el Banco de Tumores del centro (1+CS) con la
intencion de valorar futuras investigaciones. La recogida de las muestras de
sangre periférica se realizé en tubos de heparina de litio y en tubos secos para

la recolecciodn de suero; en ambos casos de BD Vacutainer.

3.1.2. Material para estudio inmunohistoquimico

3.1.2.1. Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: Ki-67 (mouse anti human monoclonal,
clon MIB-1, Dako, Denmark), Citoqueratina AE1/AE3 (mouse anti human

monoclonal, clon AE1/AE3, Dako, Denmark), Citoqueratina HMW (mouse anti
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human monoclonal, clon 34BE12, Dako, Denmark), HLA-G (mouse anti human
monoclonal, clon MEM-G/2, ExBio), y Vimentina (mouse anti human

monoclonal, clon V9, Dako, Denmark).

3.1.2.2. Otros materiales

Como material de fijacion PFA al 4% (Panreac 141451.1210) y Alcohol a 100°

diluido con agua MilliQ (Biocel-Millipore).

Como material de lavado se utilizo: PT-Link (Dako, Denmark), buffer con pH
acido o basico en funcion del anticuerpo (Target Retrieval Solution, High pH or

Low pH, Dako, Denmark), y buffer de lavado (Dako, Denmark).

Para realizar el estudio IHQ se utiliz6 Dako EnVision FLEX+ Mouse Kit y
peroxidasa enddgena (Peroxidase-Blocking Reagent, EnVision™, Dako,
Denmark), EnVision FLEX + Mouse linker seguidos del polimero marcado con
peroxidasa de horseradish EnVision™/HRP para la incubacion, y la reaccion de
color fue desarrollada por DAB + cromdgeno en buffer de sustrato (Dako,
Denmark). Para tratar las secciones se utiliz6 hematoxilina de Mayer, alcohol y

xileno.
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3.1.3. Material para estudio ELISA

Para la realizacion del estudio ELISA se utiliza el material contenido en el Kit de
ELISA de la marca BioVendor que contiene como material principal
suministrado: microplacas recubiertas de Anticuerpos, solucidn conjugada
concentrada, un calibrador, diluyente conjugado, Buffer de dilucion (se
incluyen 2 tipos de buffer, uno recomendado para liquido amnidtico y el otro
principalmente para plasma), solucion de lavado, solucion de sustrato y
solucién de parada. Este kit esta disponible para el estudio de sHLA-G
mediante la técnica de ELISA en plasma, liquido amniético o en cultivos

celulares.

3.2. METODOS
3.2.1. Recogida de datos y Estadiaje de los pacientes

El estadiaje de los pacientes incluidos en el estudio se ha realizado en base a
la 72 edicién de la clasificacion de la American Joint Committee on Cancer
(AJCC) 2. La agrupacion de los pacientes por estadios se ha realizado en
funcién de las tasas de supervivencia observadas durante los afios 2001-2002
por el National Cancer Data Base (Commission on Cancer of the American
College of Surgeons and the American Cancer Society), con estos datos, se
agrupo a los pacientes en tres grupos: estadios I-ll, estadio lll, y estadio IV

(Tabla 1).
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Tabla 1. Estadios en cancer renal (7" edition AJCC classification) .

Estadio T1 NO
I MO
Estadio T2 NO
1 MO
Estadio T1 o T2 N1
11 MO
T3 NO o N1
MO
Estadio T4 NO-1
\Y] MO
T1-4 NO-1
M1

3.2.2. Procesado de las muestras

El procesado de las muestras se realiz6 de forma inmediata tras la extraccion
quirurgica de la pieza, para que el tejido fresco obtenido conservara su
morfologia intacta. En todos los casos se realizaron tres piezas, mediante corte

con bisturi de la muestra obtenida, para los siguientes fines:

1.- Estudio IHQ: se realizd inclusién en PFA al 4% durante 24 horas,
pasandose posteriormente a una gradacion de alcoholes para rehidratar la

muestra previamente a inclusién en parafina.

2.- Conservacion en nitrégeno liquido para coleccién de Banco de Tumores

(1+CS).
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3.- Muestras séricas, se obtuvo mediante puncidon endovenosa de una
muestra de sangre periférica de los pacientes. Como ya se ha indicado, la
recogida de la sangre se realiz6é en tubos de heparina de litio (que favorece
la separacion del plasma) y en tubos secos (que contienen un gel de silice
que favorece la formacion del coagulo) para la recoleccion de suero. La
muestra se procesé dentro de las primeras 24 horas tras la extraccion,
realizandose para la recogida del suero centrifugado a 3000 rpm durante 10
minutos. Se recogioé entonces la parte sérica por decantacion y se congeld a

-20°C hasta analizar dichos sueros en placa de ELISA.

3.2.2.1.- Inmunohistoquimica

Se realiz6é deparafinizacién e hidratacion de las muestras en series de alcohol
graduales desde el 100% al 70% y agua corriente, durante 5 minutos. Se
recuperd el antigeno mediante PT-Link (Dako, Denmark) a través del
calentamiento de las piezas a 92°C en buffer, con pH acido o basico en funcién
del anticuerpo (Target Retrieval Solution, High pH or Low pH, Dako, Denmark)
durante 20 minutos. Se lavo entonces en buffer de lavado (Dako, Denmark) y
se utiliz6 Dako EnVision FLEX+ Mouse Kit para realizar el estudio IHQ. A
continuacién, se anadié brevemente peroxidasa enddgena (Peroxidase-
Blocking Reagent, EnVision™, Dako, Denmark) seguida de los anticuerpos
primarios de Ki-67 (mouse anti human monoclonal, clon MIB-1, Dako,
Denmark), Citoqueratina AE1/AE3 (mouse anti human monoclonal, clon
AE1/AE3, Dako, Denmark), Citoqueratina HMW (mouse anti human
monoclonal, clon 34BE12, Dako, Denmark), HLA-G (mouse anti human
monoclonal, clon MEM-G/2, ExBio) o Vimentina (mouse anti human
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monoclonal, clon V9, Dako, Denmark), los cuales se utilizaron tanto en las
secciones de tejido renal tumoral como sano adyacente obtenidas de cada
paciente. Se incubaron entonces las secciones obtenidas de cada paciente con
EnVision FLEX + Mouse linker seguidos del polimero marcado con peroxidasa
de horseradish EnVision™/HRP. La reaccion de color fue desarrollada por DAB
+ cromégeno en buffer de sustrato (Dako, Denmark), resultando en un producto
de reaccion marron. Las secciones fueron tratadas con hematoxilina de Mayer,
deshidratadas en series gradientes de alcohol, aclaradas con xileno y
montadas para observar en microscopio. En los controles negativos, se omitio

el anticuerpo primario.

3.3 MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS Y CARCINOMA RENAL
3.3.1 UTILIDADES DE LOS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

En los ultimos anos, en la practica clinica, la inmunohistoquimica se ha hecho

indispensable. Sus principales utilidades son:

1- Diagnéstico diferencial entre neoplasias de células renales y neoplasias
de otros origenes (p.ej. angiomiolipoma, linfoma, carcinoma urotelial o
carcinoma metastatico), tanto en lesiones a nivel renal como en otras

localizaciones metastaticas.

2- Diagnéstico diferencial de los diferentes subtipos histologicos de

carcinoma de células renales.
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3.3.2 TIPOS DE MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS
3.3.2.1. Citoqueratinas

Los principales subtipos de carcinoma renal expresan CK18, mientras que la
CK20 es negativa en todos ellos. Otras observaciones importantes son la
positividad de CK5/6 en el 75% de los carcinomas uroteliales y en el 15% de
los carcinomas de ductos colectores, que no se da en otros tipos. Ademas, la
CK7 es positiva en la mayoria de los carcinomas papilares, de ductos
colectores, y en el carcinoma urotelial (87%-100%), pero es también positivo en
un porcentaje significativo de otros tumores. Por otra parte, las CKs de alto
peso molecular (HMW) son positivas en la mayoria de carcinomas de ductos
colectores (67%) y en los carcinomas uroteliales (100%), pero su expresion es
menos frecuente en otros tumores; la expresion de CKs para el subtipo
sarcomatoide no ha sido adecuadamente evaluada. Nos sirven habitualmente
para confirmar el diagnodstico de carcinoma, utilizandose a menudo un
anticuerpo anti-CK de amplio espectro, de los que el mas comun es el Ac
AE1/AES3, que carece de especificidad para la CK18. Por tanto, para confirmar
si se trata de un carcinoma, deberemos utilizar una amplia bateria de
anticuerpos  anti-CK, incluyendo tanto los de amplio espectro como los

especificos para CKs de bajo y alto peso molecular.

3.3.2.2. Vimentina

La vimentina es un marcador mesenquimal, que se expresa en la mayoria de
subtipos de CCR, a menudo con un patrén difuso. La mayoria de tumores de

células claras y papilares (87%-100%) la expresan, pero raramente lo hacen
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los cromoéfobos y oncocitomas. Sin embargo, la positividad de vimentina no
excluye de forma completa la posibilidad de que se trate de un oncocitoma,

especialmente si la muestra es escasa.

3.3.2.3 Ki-67

El anticuerpo monoclonal Ki67 detecta un antigeno nuclear que esta solo en las
células proliferadoras. La Presencia de este anticuerpo da informacién sobre la
velocidad de crecimiento de células tanto normales como neoplasicas, por lo
que es muy usado como valor prondstico de crecimiento celular en procesos

tumorales.

Se encuentra en todas las fases del ciclo celular, excepto en GO (fase en

reposo), lo que explica su funcion en el crecimiento celular.

3.3.2.4 HLA-G

Se ha encontrado expresion de HLA-G tanto en tumores sdélidos como en
desordenes linfoproliferativos, asociandose esta expresion a una disminucion o
pérdida de las respuestas inmunes mediadas por células NKy T, y a menudo a
un aumento de la tumorogenicidad. Mediante una tincidbn de
inmunohistoquimica se puede apreciar como en los procesos tumorales
presenta un aumento de expresion de HLA-G. Esto ocurre principalmente en

los carcinomas renales.
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3.2.2.2.- ELISA

La cuantificacion de la proteina HLA-G soluble en los sueros de pacientes con
CCR y donantes sanos se realizé por ELISA. Para ello utilizamos el Kit de

ELISA de la marca BioVendor.

Los calibradores y las muestras se incuban en los pocillos pre-revestidos con
anticuerpo monoclonal anti-sHLA-G, e incubamos durante toda la noche a
37°C. Se lavo la placa 5 veces con solucion de lavado. Seguidamente, se
adiciona el anticuerpo monoclonal anti-2-microglobulina humana marcada con
peroxidasa de rabano (HRP) se afiade a los pocillos y se incubaron durante 60
minutos. Después de otra de etapa de lavado, se permite que el conjugado
HRP reaccione con la solucién de sustrato (TMB). La reaccién se detuvo por
adicidén de solucion acida y la absorbancia del producto amarillo resultante se

midi6é en un lector de placas (Hiperion Microreader 4 Plus)
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Human sHLA-G ELISA
Calibration Curve

[ A0 e A830rm)

Absorbance

1 10 100 1000

Concentrafon of SHLA-G (Unitsimi)

La absorbancia es proporcional a la concentracion de sHLA-G. La curva de

calibracion se construye representando los valores de absorbancia contra la

concentracion de los calibradores, y las concentraciones de muestras

desconocidas se determinan utilizando esta curva de calibracion
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Reconstitute Master Calibrator
and prepare set of calibrators

‘ Prepare Wash Solution |

L

‘ Prepare Conjugate Solution |

Ly

Assay Procedure Summary

Antibody Coated Microtiter Strips

Prepare samples

Add Calibrators and samples

100 pl
Incubate at 2-8°C for 16-20 hour / no shaking
‘ Wash 5x
Il
Add Conjugate Solution
100 pl

u Incubate at RT for 1 hour/ 300 rpm

Wash bx

4

Add Substrate Solution
100wl

iL Incubate at RT for 25 min / no shaking

Add Stop Solution
100wl

1}

Read absorbance and calculate results
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4.- RESULTADOS

4.1 Descripcion de la muestra

4.1.1 Edad y sexo

La muestra consta de 34 pacientes, de los cuales 23 son hombres (67°6%) y 11
mujeres (32’3%) (fig. 1). El rango de edad comprendido, en el momento del
diagndstico, se situa entre los 37 anos y los 85 afos de edad, con una media

de 68’7 afnos y una mediana de edad de 72 afos (fig. 2).

Edad

100

Edad

1 3 5§ 7 9 M 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33

Pacientes

Fig. 1 Edad de los pacientes de la muestra

Sexo

Hombres Mujeres

Fig. 2 Sexo de la muestra
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4.1.2 Estadio Tumoral

En cuanto al Estadio tumoral de los pacientes de la muestra, encontramos los
siguientes datos referidos en el siguiente grafico (fig. 3). Se puede apreciar

que el Estadio tumoral predominante es el Estadio IlI.

Estadio tumoral

18
16
14
12

Pacientes

o N M OO @

Estadio

Fig. 3 Estadio tumoral

4.1.3 Metastasis al diagndéstico y localizacion

En la muestra obtenida se obtienen los datos de metastasis al diagndstico,
ofreciendo los datos abajo descritos, siendo la mayor parte de ellos (85%) no

metastaticos al diagndstico (fig. 4).

En cuanto a las localizaciones mas frecuentes de las metastasis en el momento
del diagndstico, resultd ser la localizacion hepatica (en un 66% de la muestra),

frente a otras localizaciones. (fig. 5)
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Metastasis al diagnostico

15%

oSl
= NO

85%

Fig. 4 Metastasis en el momento del diagndstico

Localizacién de metéastasis

O Hepatica
@ Pumén

0 2 localizaciones

Fig. 5 localizaciones de las metastasis
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4.1.4 Progresion de la enfermedad y localizacion

En la muestra obtenida se aprecia un indice de progresion del 20% de los
pacientes (9 de los pacientes estudiados progresaron) a lo largo de la
enfermedad hasta el momento actual en el que se recogen los datos clinicos de

la muestra (fig. 6).

La localizacion mas frecuente en la progresion resultd ser el pulmén (en un
30% de los pacientes que han progresado), seguido muy de cerca por los
casos en los que la progresion se realizé a 2 niveles diferentes (21%), entre los
cuales también se encuentra afectado el pulmén. En el grafico presentado a
continuacion se aprecia la diversidad de las localizaciones presentadas en la

progresion (fig.7).

Progresion

20%

o Sl
m NO

Fig. 6 Pacientes que han presentado progresion
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Localizacion de progresion

0 Pulmoén

@ Higado

0O Hueso

0O Linfatico

@ Cerebro

0O 2localizaciones

Fig. 7 Localizaciones a la progresion

4.1.5 Subtipo histolégico

El subtipo histolégico mas frecuente en el Carcinoma Renal es el Carcinoma de
Células Claras, como se puede apreciar en nuestra muestra (79% de los
pacientes recogidos). El resto de subtipos histoldégicos obtenidos mantienen

una distribucion muy similar (fig. 8).

Subtipo histolégico

o Células claras
@ Oncocitoma

0O Papilar

0O Tubular

B Angiomiolipoma

Fig. 8 Subtipos histolégicos
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4.1.6 Exitus

En los datos clinicos recogidos de la muestra, se observan a fecha de recogida
de datos en 2014 que se han producido 10 fallecimientos del total de los
pacientes, de los cuales 2 de ellos fueron por causas ajenas al proceso
tumoral, siendo 8 de ellos fallecidos a causa del Carcinoma Renal y la posterior

progresion (fig. 9).

Exitus

30

25

20

m Otros motivos
15

@ Motivo tumoral

O

SI NO

Fig. 9 Pacientes fallecidos
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4.2 Resultados de Inmunohistoquimica segun Subtipo histolégico.

Se toman las siguientes definiciones del grado de expresion del marcador de
inmunohistoquimica segun los porcentajes de expresion en la muestra por
Consenso Internacional. Se expresa en grados de 0+, 1+, 2+ y 3+ segun el
porcentaje de expresion de cada marcador de la manera que se detalla a

continuacion.

- 0: negativo o ausencia de expresioén

- 1+: expresion débil (1-30% de las células tumorales)

- 2+: expresion moderada (31-70% de las células tumorales)

- 3+: expresion intensa (71-100% de las células tumorales)
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0 0 0 0

11'1% 0 0 100%
51'8% 50% 66% 0

40'7% 50% 33% 0

Tabla: Representacion de HLA-G segun el subtipo histolégico

1+: Expresion débil (20X)
{1%6-30% céls .tumorales)

2+: Expresion moderada {20%) 3+: Expresidn intensa (20X)
{31%-70% céls. tumorales) {71%-100% céls. tumorales)

Imagenes con objetivo de 20X de inmunohistoquimica frente a HLA-G
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4.2.2 EXPRESION DE CITOQUERATINAS

4.2.2.1 Pancyto

0 0

3'8% 0

11'6% 0 0 0

41% 54% 0 0

25% 27% 100% 100%

Tabla: Representacion de Pancyto segun el subtipo histoldgico

0: Ausencia de expresion (20X] 2: Expresion moderada (20%)

3! Expresian intensa (20X

Imagenes con objetivo de 20X de inmunohistoquimica frente a Pancyto
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4.2.2.2 HMW

100% 44'5% 100% 100%

O 0 0 0

0 22% 0 0

Tabla: Representacion de HMW segun el subtipo histoldgico

0: Ausencia de expresidn (20X) 2: Expresidén moderada (20%)

Imagenes con objetivo de 20X de inmunohistoquimica frente a HMW
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4.2.3 EXPRESION DE VIMENTINA

2% 0 0 0
19'3% 0 22% 0
60% 100% 54% 100%

Tabla: Representacion de Vimentina segln el subtipo histoldgico

1: Expresion déhil {20%) 2: Expresion moderada (20%) 3: Expresian intensa (20X

Imagenes con objetivo de 20X de inmunohistoquimica frente a HMW
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4.2.4 EXPRESION DE Ki-67

Normal Tumoral

Imagenes con objetivo de 20X de Ki67 tumoral y no tumoral

42



4.3 RESULTADOS SERICOS

En cuanto a los datos seroldgicos, se aprecia un aumento de los niveles de
sHLA-G (HLA-G soluble en plasma) con respecto a los controles sanos. Los
controles sanos resultan del analisis de donantes de sangre en el Banco de
Sangre de Aragon, que han sido testados para diferentes serologias y
resultaron negativos, por tanto se trata de pacientes sin ningun tipo de

enfermedad que pueda verse alterado el nivel de HLA-G en sangre.

Como se puede apreciar en las graficas posteriormente presentadas, los
niveles de sHLA-G en pacientes con Carcinoma Renal resulta elevado con
respecto a los controles sanos (media de niveles séricos de 46’6 frente a 18’3
en los controles). Se puede apreciar en la figura 11 la diferencia de rangos de

ambos valores.

Niveles séricos sHLA-G
(Ul/ml)

sanos 18,3
tumorales | 46,6
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Niveles sHLA-G (Ul/ml)

Niveles séricos sHLA-G

sanos tumorales

Fig. 10 niveles séricos de sHLA-G en donantes sanos y pacientes tumorales

Valores

1

sHLA-G sanos y tumorales

—e— Sanos
—=— Tumorales

3 5 7 9 111315 17 19 21 23 25 27 29 31 33

Pacientes

Fig. 11 sHLA-G en donantes sanos y pacientes enfermos
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4.4 ANALISIS DE DATOS

Una vez comprobado que los rangos de valores de sHLA-G tanto en pacientes
sanos como en pacientes con enfermedad tumoral se comportan dentro del
rango de la normalidad. Se realiza un test paramétrico de Coeficiente de
Correlaciéon de Pearson entre los valores de sHLA-G en controles sanos y
pacientes con carcinoma renal para constatar la existencia de relacion de estas
2 variables cuantitivas. El resultado obtenido es de 0’41, por lo que se aprecia

una relacion positiva entre ambos resultados.

— Test de Pearson (sHLA-G en donantes sanos y en pacientes)= 0’41

Dado que tanto la expresion de HLA-G como Pancyto, Vimentina, HMW y Ki67,
en el estudio inmunohistoquimico, asi como los parametros clinicos, son
variables ordinales, no siguen una distribucion normal, por ello se aplica al
estudio una estadistica de tipo no paramétrico, la cual es mas restrictiva e
independiente de la distribucion, y se emplea para el analisis de estos datos el
Coeficiente de Rho de Spearman; comparando ambas entre si y con los

diferentes valores de sHLA-G.
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Test de Rho de Spearman (sHLA-G en pacientes enfermos y HLA-G en

pieza tumoral)= 0’4533

De la comparacion de sHLA-G en pacientes con Carcinoma Renal y HLA-G
en piezas de nefrectomia, se realiza el Test de Rho de Spearman con
resultado de 0'4533. Se aprecia, por tanto, una relacién positiva entre
ambos valores, siendo que cuanto mayor son los valores de sHLA-G,

mayores son también en tejido tumoral.

Test de Rho de Spearman (sHLA-G en pacientes enfermos y Estadio

tumoral)= 0’2550

En cuanto a la comparativa mediante el Test de Rho de Spearman de los
valores de sHLA-G en pacientes enfermos y el estadio tumoral presentado
al diagndstico, se aprecia una débil relacion positiva, siendo por tanto, un
estadio tumoral mas avanzado cuanto mayor sean los valores de sHLA-G

en plasma.
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Test de Rho de Spearman (sHLA-G en pacientes enfermos y progresion)=

06589

Se realiza un test de correlacién de datos no paramétricos, el Test de Rho
de Spearman, para relacionar los valores de expresion de sHLA-G con el
estado de progresion de los pacientes de la muestra, siendo este ultimo un
valor dicotomico. Se obtiene un resultado de 0°'6589, apreciandose por tanto
una fuerte correlacién positiva entre ambos parametros, o que puede
concluir que existe una relacién entre los valores de HLA-G soluble en

suero y los datos de progresion de la enfermedad en dichos pacientes.
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5.- DISCUSION

En la literatura hasta la fecha, en tumores solidos, se ha visto un aumento de la
expresion de HLA-G en tejido tumoral frente a tejido sano, con una disminucién
de respuesta inmune y un aumento de tumorogenicidad cuanto mayor era su
expresion. Por ellos podemos decir con lo observado en esta serie que el grado
de expresion de HLA-G en el tejido tumoral del Carcinoma de Células Renales
podria influir en la evolucion de dicha patologia como consecuencia de su

efecto sobre la respuesta inmune del paciente afecto.

Podria ser, por tanto, un marcador util en la toma de decisiones en la practica

clinica habitual.

Observamos expresion de HLA-G independientemente del subtipo tumoral (no
hay ninguna muestra tumoral de ningun subtipo que no tenga expresion para
HLA-G), por lo que se trata de una expresion no subtipo especifica. Por lo tanto
podemos decir que la expresidon de HLA-G puede estar presente en el

momento del diagndstico en cualquier estadio y subtipo histoldgico.

En cuanto a los resultados obtenidos para el resto de marcadores analizados
Pancyto, Vimentina, HMW y Ki67, se obtuvieron patrones de expresiéon por

subtipos histolégicos concordantes con lo ya reportado en la literatura.

Se ha realizado una comparacion de sHLA-G en pacientes nefrectomizados
frente a muestras de suero de sHLA-G de donantes sanos, encontrando una
clara elevacién en los valores de pacientes con Carcinoma Renal con respecto
a los sanos. Dicho lo cual, se concluye que sHLA-G se encuentra elevado en

pacientes con Carcinoma Renal frente a donantes sanos, lo que nos lleva a
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pensar en este valor como un buen marcador a tener en cuenta en el estudio

de estos pacientes y el desarrollo de dicha enfermedad.

Se ha analizado en el estudio la relacién desarrollada entre sHLA-G en plasma
y HLA-G en piezas de nefrectomia, encontrando una relacion positiva en
ambos valores, por lo tanto tras observar esta relacion podemos concluir que
los valores encontrados en la pieza de nefrectomia pueden ser correlacionados
en muestras de sangre periférica, las cuales se obtienen de una maneras mas

sencilla, y nos ofrece la posibilidad de incluirlo en la practica clinica habitual.

Una vez observada esta relacion hemos realizados diversos test no
parameétricos de correlacion y hemos analizado si existe una relacion entre los
valores de sHLA-G en plasma y los factores prondsticos principales en la
enfermedad oncoldgica como son el estadio tumoral al diagnéstico y la
progresion de la enfermedad. Tras la realizacion de los diversos analisis
observamos una relacion positiva con estos factores, indicandonos que a
mayor valor de sHLA-G encontramos estadios tumorales mas avanzados y
mayor probabilidad de progresion a lo largo de la enfermedad. Todo esto nos
permite pensar en sHLA-G como un buen factor prondéstico a tener en cuenta

en estos pacientes.
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Sin embargo, para poder asegurar estos datos obtenidos y trasladarlos a la
practica clinica habitual no bastaria con este estudio, sino que se requiere de
un estudio de mayor tamafio muestral y con un analisis estadistico mas

exhaustivo.

No obstante, este estudio realizado nos permite dilucidar la opcion de sHLA-G
como un buen factor prondstico de facil acceso (una muestra de sangre
periférica) para el Carcinoma de Células Renales y nos abre una puerta a las
posibilidades de estudio en esta enfermedad y a continuar con la linea de
estudio de HLA-G y sHLA-G como marcador de factor prondstico en esta
patologia y su uso en la practica clinica habitual de cara a facilitar el

diagnostico y manejo de estos pacientes.
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6.-

CONCLUSIONES

Existe expresion de HLA-G en el tejido tumoral de Carcinoma de Células

Renales independientemente del Estadio al diagndstico.

Existe expresion de HLA-G en el tejido tumoral de Carcinoma de Células

Renales independientemente del subtipo celular.

Existe una relacién entre los valores de sHLA-G y HLA-G en pieza tumoral

de nefrectomia.

La expresiéon de sHLA-G en muestras tumorales es mayor que en muestras
sanas y existe una correlacion positiva entre ambos, con lo cual podriamos
emplear dicho marcador para su uso en el diagnéstico de dicha

enfermedad.

Existe relacion entre sHLA-G y factores pronésticos como Estadio tumoral y
progresion, pudiendo ser utilizado este marcador como factor pronéstico de

facil acceso.

Es necesario ampliar la muestra en el estudio, asi como la realizacion de
un estudio estadistico mas exhaustivo, para obtener resultados mas claros

y fiables de dicho marcador.
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ANEXO |

He de hacer constar que todos los procedimientos realizados en este trabajo de
investigacion, cumplen co la normativa legal vigente, tal y como ha sido
constatado por los dictamenes favorables del Comité Etico de Investigacion
Clinica de Aragon(CEICA):

e Dr Sanchez Zalabardo, con fecha 09 de julio de 2008, correspondiente al
acta CP09/07/08.

e Dra. Berta Saez Gutiérrez, con fecha 27 de Junio de 2012,
correspondiente al acta 12/2012 CP. P108/0050.

A continuacion se adjunta la hoja de consentimiento informado, y la
informacion adicional para el paciente incluido en el estudio.
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=== GOBIERNO
== DE ARAGON

Departamento de Salud, Consumo
y Servicios Sociales

HOSPITAL CLINICO
UNIVERSITARIO

“LOZANO BLESA”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Estudio de marcadores tumorales y diversas proteinas en pacientes
diagnosticados de hipernefroma.

Yo, D.

He sido informado por el Dr.

de las caracteristicas y metodologia empleadas en la realizacion del presente
estudio.

He sido informado de que se me extraera una muestra durante el tratamiento
quirurgico, muestra en la que se realizaran las determinaciones planteadas en
el estudio.

Autorizo el tratamiento informatizado de mis antecedentes médicos, habiendo
sido informado de que los mismos se utilizaran unicamente para la realizacién
del presente estudio y con criterios de confidencialidad.

He podido hacer preguntas sobre el estudio y se me han contestado
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=== GOBIERNO
== DE ARAGON

Departamento de Salud, Consumo
y Servicios Sociales

HOSPITAL CLINICO
UNIVERSITARIO

“LOZANO BLESA”

Comprendo _que mi_participacion en este estudio es voluntaria y sé que en
cualquier momento puedo revocarla, sin dar explicaciones y sin que ello
repercuta en mis cuidados médicos.

PRESTO LIBREMENTE MI CONFORMIDAD PARA PARTICIPAR EN EL
ESTUDIO

Zaragoza a de de 2008

Firma del médico responsable Firma del Paciente

CODIGO DEL PACIENTE
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== GOBIERNO salud
Departamento de Salud, Consumo I é: r:a[?ILﬁ-:ic-l agones
y Servicios Sociales [

HOSPITAL CLINICO
UNIVERSITARIO

“LOZANO BLESA”

INFORMACION ADICIONAL PARA EL PACIENTE SOMETIDO AL ESTUDIO

Con el presente documento, pretendemos informar a quien proceda de
que: el proyecto que lleva por titulo,

AISLAMIENTO, EXPANSION Y CARACTERIZACION DE’CELULAS MADRE ADULTAS DE
RINON HUMANO: UNA NUEVA HERRAMIENTA TERAPEUTICA.

e Supone unica y exclusivamente un proyecto de investigacion en el que
se pretende identificar nuevos marcadores prondsticos y/o diagndsticos
qgue nos ayuden en el tratamiento de la enfermedad renal crénica.

e Se prevé una duracion de al menos 4 anos para la realizacion de dicho
estudio.

e Los pacientes que den su consentimiento para participar en el estudio, lo
haran de forma voluntaria, y podran abandonar el estudio cuando crean
oportuno, sin que esto tenga repercusidn alguna en la atencion sanitaria
del paciente.

e Los participantes en el estudio no habran de someterse a tratamiento
alguno, unicamente se obtendra una muestra de sangre o tejido (en
aquellos casos en los que tenga lugar el procedimiento quirargico).

e Se asegura la confidencialidad y garantia del anonimato, para lo cual se
utilizara para identificar a cada uno de los individuos un cédigo disociado
conocido unicamente por el investigador.

e Esta prevista la realizacion de un estudio genético de los pacientes
sometidos al estudio lo cual no implica repercusién alguna, ademas de
que los datos obtenidos podran estar dispuestos para el paciente en
cualquier momento.

Version Marzo de 2008
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