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BMK1: “Big MAPK 1” 
 
BSA: Albúmina Sérica Bovina 
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CA-IX: Anhidrasa Carbónica IX 
 
CCR: Carcinoma de células renales 
 
CCRCC: Carcinoma renal de células 
claras 
 
CCRNCC: Carcinoma renal no de células 
claras 
 
CUL2: Cullina 2 
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IHQ: Inmunohistoquímica 
 
MAPK: proteinasquinasas activadas por 
mitógeno 
 
MMP-1: Metaloproteinasa de matriz-1 
 
ODD: Dominio de la degradación 
oxígeno-dependiente 
 
JNK: “c-Jun NH2-terminal Kinase” 
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de plaquetas 
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placentario 
 
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
 
Rbx1: RING-box protein 1 

DMSO: Dimetil sulfóxido 
 
EGFR: Receptor del factor de 
crecimiento epidérmico 
 
EPO: Eritropoyetina 
 
ERK: Quinasa regulada por señales 
extracelulares 
 
HIF1-α: Factor inducible por hipoxia 
 
IGF: Factor de crecimiento ligado a 
insulina 
 

 
TGF-α: Factor α de crecimiento 
transformante 
 
TTBS: “Tween Tris Buffer Saline” 
 
VEGF: Factor de crecimiento endotelial 
vascular 
 

VHL: vonHippel-Lindau 
 
WB: Western blot 
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1.1.- ASPECTOS CLÍNICOS 

 

1.1.1.- EPIDEMIOLOGÍA Y ETIOLOGÍA 

 

Los tumores renales malignos representan entre el 2-3% de las neoplasias del 

adulto, suponiendo el carcinoma de células renales (CCR) aproximadamente el 90% de 

las patologías renales malignas.(1) Constituye el tercer tumor en frecuencia del aparato 

genitourinario, precedido por los tumores de próstata y vejiga. 

El CCR se diagnostica generalmente en un rango de edad que va de los 55 a los 

64 años. Por debajo de esta edad su incidencia es poco común, de manera que menos 

del 6% de los tumores renales aparecen por debajo de los 35 años.(2) En los niños 

supone el 2% de las neoplasias infantiles. Es de 1,6 a 2 veces más frecuente en el sexo 

masculino.(1) 

En los últimos 20 años la incidencia del CCR ha ido aumentando alrededor de 

un 2% anualmente, lo que ha hecho que en Europa sea el décimo cáncer más común. 

En 2014 se estimaron 63.920 casos nuevos y se produjeron 13.860 muertes por cáncer 

renal.(2) 

Al igual que se ha producido un incremento de la incidencia del cáncer renal, 

también lo ha hecho su mortalidad. Los factores de riesgo y el cambio o la exposición a 

ellos podrían estar implicados en que la mortalidad haya aumentado pese a que la 
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proporción de diagnóstico de tumores en estado avanzado ha decrecido. Es el 

diagnóstico incidental la causa fundamental de este incremento en la incidencia en 

estadios más precoces, en parte justificado por el mayor uso de técnicas de imagen y 

el avance de éstas. En cualquier caso la supervivencia en el CCR depende del estadio 

en el momento del diagnóstico, de manera que supera el 80% a los 5 años en los 

tumores en estadio I y II, disminuyendo considerablemente en el estadio III 

(aproximadamente el 50%) y de manera drástica en los estadios IV (por debajo del 

20%).(1) 

Se han implicado numerosos agentes como posibles factores etiológicos en el 

desarrollo del carcinoma renal pero ninguno de ellos, salvo el tabaco, está hasta el 

momento claramente definido como agente causal. Entre los factores de riesgo 

implicados en esta patología podemos mencionar: 

 

- Tabaco. La asociación entre el consumo de tabaco y CCR es un factor 

de riesgo confirmado. El riesgo de padecer cáncer renal disminuye 

con el cese del consumo. 

- Obesidad. El sobrepeso, así como los cambios metabólicos, 

variaciones de peso y el del balance energético, han sido asociados 

con un elevado riesgo de padecer cáncer de células renales en 

ambos sexos, pero de manera más marcada en mujeres.(3,4) 

- Dieta. Hay estudios que relacionan ciertos nutrientes ricos en 

proteínas animales  con la aparición de tumores renales, así como la 

ingesta de carnes muy hechas y fritas. Otros lo asocian más con un 

elevado aporte calórico que con dichos nutrientes. La dieta rica en 

vegetales y frutas parece tener acción protectora a padecer este tipo 

de tumor quizás, entre otros componentes, por los betacarotenos y 

la vitamina C.(5) 

- Herencia. El CCR es un tumor que puede presentarse en el contexto 

de una enfermedad familiar hereditaria o de manera esporádica. El 

síndrome familiar más asociado a CCR es la enfermedad de von 
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Hippel-Lindau, aunque existen otros síndromes como la esclerosis 

tuberosa, el CCR de células claras familiar y el CCR papilar familiar. 

Una historia familiar de CCR en un caso en primer grado de 

consanguinidad incrementa el riesgo de padecerlo. No obstante, 

esta asociación es más débil que en otros tumores con factor 

hereditario.(6) 

 

Otros factores de riesgo lo constituyen la exposición a diferentes carcinógenos 

(trabajadores expuestos al asbesto, cadmio, plomo inorgánico, derivados del petróleo) 

y la toma de determinados medicamentos (fenacetinas, paracetamol, tiazidas, 

betabloqueantes y anfetaminas).(1) 

 

1.1.2.- DIAGNÓSTICO 

 

El CCR puede presentarse clínicamente de diversas formas, aunque más de la 

mitad de los casos se diagnostican de manera fortuita durante un estudio de imagen 

por cualquier otra causa. La tríada sintomatológica típica (dolor, masa en flanco y 

hematuria) es bastante infrecuente, presentándose en menos del 10% de los casos.(7) 

Las distintas formas de presentación del carcinoma renal hacen difícil el diagnóstico de 

sospecha ya que, en aproximadamente un 20% de las ocasiones, su clínica es la 

derivada de las manifestaciones sistémicas que provoca la liberación de distintas 

sustancias por las células tumorales, constituyendo los síndromes paraneoplásicos. 

Pese a ello, hoy día, la forma de diagnóstico más habitual es la incidental y, en caso de 

que exista clínica, la hematuria es el síntoma más frecuente.(7) 

La capacidad metastásica de estos tumores es independiente del tamaño 

tumoral, son neoplasias que tienen tendencia a la multifocalidad o presencia de 

nódulos satélites y la capacidad de progresión y de recurrencia es imprevisible ya que 

se han descrito recidivas tardías e incluso regresiones espontáneas de lesiones 

metastásicas. En resumen, la presencia de metástasis es frecuente, llegando hasta un 

30% al diagnóstico, pudiendo aparecer éstas en sitios inusuales.(8) 
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Para el diagnóstico, la tomografía axial computarizada (TAC) se considera la 

prueba de imagen de elección. Se pueden encontrar aumento de la VSG, de la 

fosfatasa alcalina, anemia, poliglobulia, etc., pero no existen alteraciones analíticas 

específicas para el diagnóstico. La ecografía es el método con el que se detectan con 

más frecuencia las masas renales de manera incidental, en un alto porcentaje 

asintomáticas. Cuando por medio de ecografía se encuentra una masa renal sólida (o 

quística compleja), es obligatorio realizar una TAC. Esta prueba permite un estadiaje 

local y regional adecuado, además de la valoración de los vasos y de la posible 

presencia de metástasis a distancia. Si hay sospecha de metástasis óseas la prueba de 

elección será la gammagrafía ósea. La RMN se reserva para los casos de dudas 

diagnósticas o para la mejor caracterización de la afectación venosa o, en su caso, 

determinar el nivel de infiltración o invasión de la vena cava.(7) 

 

1.1.3.- DIAGNÓSTICO HISTOLÓGICO 

 

El CCR se cree que se compone de un grupo heterogéneo de tumores derivados 

de las células epiteliales del túbulo contorneado proximal. Aunque existen estudios 

que sugieren que algunos subtipos derivan de componentes más distales de la 

nefrona.(9) 

Actualmente, de acuerdo con la Organización Mundial de la Salud,  se 

reconocen tres subtipos principales de CCR: CCR de células claras (CCRCC, que supone 

más del 80% de todos), CCR papilar (10-15%) y el CCR cromófobo (aproximadamente 

un 5%).(10) 

El CCR se ha ido modificando en los últimos años gracias al apoyo que la 

citogenética y los estudios moleculares han proporcionado a la histopatología. Así 

pues, los hallazgos histológicos tienen una estrecha relación con los genéticos, por lo 

que la actual clasificación (Tabla 1) se basa en patrones histológicos definidos, 

apoyados por estudios genéticos tal y como se muestra en la figura 1.(10) 

 



INTRODUCCIÓN 1 

 

 
7 

 

 
CARCINOMAS DE CÉLULA RENAL 

-Carcinoma renal de célula clara 

-Carcinoma renal de célula clara variante multilocular 

-Carcinoma papilar 

-Carcinoma cromófobo 

-Carcinoma de ductos colectores de Bellini 

-Carcinoma renal medular 

-Carcinomas de translocación Xp11 

-Carcinoma asociado con neuroblastoma 

-Carcinoma renal mucinoso tubular y de células fusiformes 

-Carcinoma de célula renal inclasificado 

-Adenoma papilar 

-Oncocitoma 

 

Tabla 1.- Clasificación de los tumores epiteliales malignos (CCR).(11) 

 

 

Figura1.- Representación esquemática en la nefrona de los diferentes subtipos de CCR de 

acuerdo a la clasificación de Heidelberg (ref.) en relación con sus posiciones en la nefrona y en 

los tubos colectores. Se indican las alteraciones genéticas características de los subtipos de 

CCR.(10) 
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1.1.3.A.- SUBTIPOS HISTOLÓGICOS  

 

El CCR de células claras es el subtipo más frecuente dentro de los CCR llegando 

a suponer más de 80% de los mismos. Está compuesto por células cuboideas o 

poligonales con citoplasma amplio y claro, en ocasiones eosinófilo. Es característica la 

presencia de una red vascular de capilares sinusoidales muy prominente. Son positivos 

para citoqueratina y en ocasiones también para vimentina y antígeno epitelial de 

membrana (EMA) por inmunohistoquímica.(12) 

En el estudio genético se caracterizan por presentar alteraciones en el gen de la 

enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL) en aproximadamente el 80% de los casos, ya 

sea por pérdida de material genético en el brazo corto del cromosoma 3 (3p), por la 

presencia de mutaciones o por inactivación de dicho gen por hipermetilación (13). Otras 

localizaciones en las que se han encontrado alteraciones genéticas son en el brazo 

largo del cromosoma 5 (5q) (duplicación de fragmentos) y otros cromosomas como 6q, 

8p, 9, 14q y 17p (deleciones en secuencias de ADN, implicando estas últimas peor 

pronóstico por una progresión tumoral más agresiva).(13,14) 

El CCRCC es seguido en frecuencia por el papilar (10%-15%) y el cromófobo 

(5%).(9) El carcinoma de los ductos colectores, también llamado carcinoma de los 

ductos de Bellini, constituye menos del 1% de los CCR. La categoría de CCR 

inclasificado queda para los tumores que no se pueden catalogar en ninguna de las 

categorías descritas anteriormente, bien por su diferenciación sarcomatoide o bien 

porque su patrón arquitectural no responde a las características de los otros subtipos. 

Cada uno de estos subtipos tienen particularidades genéticas propias que los 

diferencian a nivel molecular.(13,15,16) 

La diferenciación sarcomatoide no es un subtipo de CCR propiamente dicho, 

sino que esta denominación se reserva para aquellos tumores que presumiblemente 

tienen un origen determinado y que han sufrido una transformación maligna, 

pobremente diferenciada, pero no son primitivamente sarcomatosos. Esta 

diferenciación sarcomatoide ocurre en el 4% de los CCR.(16) 
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Otros tipos menos frecuentes (translocación Xp11, asociado a neuroblastoma, 

mucinoso, tubular y de células fusiformes, etc.) son menos conocidos por su escasa 

incidencia y han entrado a formar parte de esta clasificación en los últimos años. 

 

1.1.3.B.- GRADO NUCLEAR 

 

Es un parámetro que cataloga las distintas características de los núcleos 

celulares y que se ha intentado poner en relación con el pronóstico de los pacientes 

con CCR. Han sido propuestas numerosas clasificaciones para el grado nuclear, aunque 

el sistema propuesto por Fuhrman(17) (Tabla 2) es el más utilizado. Este sistema 

también está sujeto a controversia debido a ciertas limitaciones.(18) 

 

GRADO TAMAÑO NUCLEAR CONTORNO NUCLEAR NUCLEOLO 

1 10μm Redondeado y uniforme Ausente o no prominente 

2 15μm Irregular Pequeño 

3 20μm Irregular Prominente 

4 ≥20μm Multilobulado, bizarro 
Prominente con grumos de cromatina 

gruesos 

Tabla 2. Clasificación de Fuhrman.(17) 

 

1.1.3.C.- OTROS FACTORES HISTOLÓGICOS 

La invasión microvascular,  la necrosis tumoral o la invasión del sistema colector 

son otros factores que podemos encontrar en el análisis histológico y que pueden 

tener importancia a la hora de valorar el pronóstico de estos tumores. 

 

1.1.3.D.- ESTADIO TUMORAL 

Actualmente el sistema de clasificación tumoral más ampliamente utilizado es 

el de TNM (Tablas 3 y 4)(19), habiendo quedado obsoleto el clásico propuesto por 

Robson. Esta clasificación tiene importancia pronóstica y recoge parámetros de 

tamaño, invasión vascular y afectación de estructuras adyacentes (T), afectación de 

ganglios linfáticos regionales (N) y presencia o no de metástasis a distancia (M).(19) 
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CLASIFICACIÓN TNM (UICC, 2009) 

 

  Tx No se puede evaluar el tumor primario 

  T0 No hay evidencia de tumor primario 

  
T1  Tumor de 7 cm. o menos en su diámetro mayor, limitado al 

riñón 

  
T1a Tumor de 4 cm. o menos en su diámetro mayor, limitado al 

riñón 

  
T1b Tumor de más de 4 cm. pero no más de 7 cm. en su diámetro 

mayor, limitado al riñón 

  
T2 Tumor de más de 7 cm. en su diámetro mayor, limitado al 

riñón 

  
T2a Tumor de más de 7 cm. pero no más de 10 cm. en su diámetro 

mayor, limitado al riñón 

Tumor 
T2b Tumor de más de 10 cm. en su diámetro mayor, limitado al 

riñón 

primario 

T3 Tumor que se extiende a la vena renal o tejidos perinéfricos, 
pero no a la glándula suprarrenal ipsilateral ni más allá de la 
fascia de Gerota 

  

T3a Tumor que se extiende a la vena renal o sus ramas (incluyendo 
capa muscular), que invade la grasa perirrenal o del seno 
renal, pero no más allá de la fascia de Gerota 

  
T3b Tumor que se extiende a la vena cava por debajo del 

diafragma 

  
T3c Tumor que se extiende a la vena cava por encima del 

diafragma o invade la pared de la vena cava 

  

T4 Tumor que se extiende más allá de la fascia de Gerota 
(incluyendo extensión contigua a la glándula suprarrenal 
ipsilateral) 

Ganglios 
Nx No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales 

regionales 
N0 No hay metástasis en los ganglios linfáticos regionales  

  N1 Metástasis en los ganglios linfáticos regionales  

Metástasis M0 No hay metástasis a distancia 

a distancia M1 Metástasis a distancia 

   

  Estadio I T1N0M0 

AGRUPACIÓN Estadio II T2N0M0 

POR 

Estadio III 

T1-2N1M0 

ESTADIOS T3N0-1M0 

  

Estadio IV 

T4N0-1M0 

  T1-4N0-1M1 

 

Tabla 3. Clasificación TNM/Agrupación por estadios.(19) 
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1.1.4.- TRATAMIENTO  

 

La cirugía es considerada el tratamiento de elección en el cáncer renal. El 

objetivo de la misma es la extirpación de todo el tumor con un margen quirúrgico 

suficiente. La cirugía radical comprende la exéresis completa del riñón, glándula 

suprarrenal ipsilateral y linfadenectomía completa. La nefrectomía parcial o cirugía 

conservadora de nefronas (exéresis tumoral con margen quirúrgico de seguridad) se 

ha introducido, en los últimos años, como una técnica alternativa a la cirugía radical 

que, en casos seleccionados y aún con riñón contralateral sano, obtiene resultados 

similares a los conseguidos con la nefrectomía radical.(20) 

El CCR es uno de los tumores con menos respuesta al tratamiento 

quimioterápico, lo que le confiere mayor dificultad a la hora del tratamiento. Tampoco 

las radiaciones o la hormonoterapia han sido efectivas hasta el momento. En los casos 

de tumores metastásicos se utiliza la inmunoterapia basada en la modulación de la 

respuesta biológica que se establece entre el tumor y el huésped, en especial con su 

sistema inmune. Las moléculas que más utilidad han demostrado en este sentido son 

el interferón alfa (IFN-α) y la interleuquina-2 (IL-2), habiéndose descrito remisión de 

metástasis.(7) 

Recientemente han aparecido una serie de tratamientos sistémicos dirigidos a 

dianas moleculares implicadas en la génesis del CCR, fundamentalmente los 

inhibidores de las tirosin quinasas y los inhibidores de mTOR. De los primeros destacan 

el sunitinib, sorafenib y pazopanib, y de los segundos, el temsirolimus. También existe 

el bevacizumab, un anticuerpo monoclonal que neutraliza un factor angiogénico, 

VEFG. Estos tratamientos, solos o en combinación con inmunoterapia han superado en 

algunos casos la utilidad de la inmunoterapia sola, en términos de supervivencia, 

aunque todavía no ofrecen buenos resultados a largo plazo.(20) 
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1.2.- ASPECTOS MOLECULARES 

  

1.2.1.- BIOLOGIA MOLECULAR Y CCR 

 

En los últimos años y con la necesidad de profundizar en el conocimiento de las 

enfermedades, se ha abierto un vasto campo de investigación con la Biología 

Molecular.  

Centrándonos en las neoplasias, se han hallado evidencias que nos ayudan a 

comprender la génesis del tumor y la predisposición a padecerlo en los casos 

hereditarios y quizá a lograr hallar un marcador biológico que pueda orientarnos en la 

indicación de distintos tratamientos en función de los rasgos moleculares del tumor.  

En los primeros estudios realizados sobre genética molecular del cáncer de 

riñón se halló lo que en la actualidad se considera la alteración genética más frecuente 

del CCR, la pérdida de material genético en el brazo corto del cromosoma 3 (3p) tanto 

en carcinomas esporádicos como familiares. En general, las alteraciones genéticas en 

esta localización llegan a presentar una frecuencia del 90% en el caso de los 

esporádicos. A partir de ahí y gracias a técnicas como la secuenciación y estudios de 

metilación del ADN, se ha profundizado en las alteraciones que presenta el cáncer de 

riñón(21) y se han podido establecer características propias y exclusivas del CCR. 

Aún así, el CCR, como todos los tumores, tiene peculiaridades propias. La 

variabilidad de comportamiento que presenta el CCR hace que todavía exista mucho 

camino por recorrer para poder llegar a conclusiones que, desde la genética, permitan 

el uso de estas técnicas para un método adecuado de diagnóstico, tratamiento o 

pronóstico.   

La inactivación de la proteína VHL, de la cual se hablará en profundidad en este 

apartado, está asociada con la enfermedad de von Hippel-Lindau, un síndrome 

tumoral hereditario transmitido genéticamente siguiendo un patrón de herencia 
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autosómica dominante. La inactivación de dicha proteína también se ha relacionado 

con CCRCC esporádico (sin relación familiar ni hereditaria) por lo que su estudio resulta 

de gran interés y constituye el eje central de esta tesis. 

 

 

 

1.2.2.-  EL GEN VHL 

 

1.2.2.A.- MAPEO, IDENTIFICACIÓN E IMPORTANCIA DEL GEN VHL  

 

La principal alteración que se ha evidenciado en el cariotipo del CCRCC es la 

pérdida del 3p, donde se encuentra el gen VHL en 3p25.(22) Este gen fue identificado en 

1993 a través de estudios familiares de la enfermedad de von Hippel Lindau en la cual 

los  afectados de esta enfermedad estaban predispuestos a padecer tumores en el 

sistema nervioso central, glándula adrenal, riñón y ojo.(23) Las alteraciones que afectan 

al gen VHL aparecen en casi un 100% de los pacientes con un fenotipo clínico de 

enfermedad de von Hippel-Lindau. Así pues, en los casos familiares, han sido descritas 

más de 500 mutaciones distintas (germinales y somáticas) en familias afectadas por la 

enfermedad, siendo en su mayoría  puntuales y de las llamadas “sin sentido”, 

metilación del promotor del gen o perdida del alelo salvaje en el tumor.(24) 

Posteriormente y durante años, en el estudio del cáncer de células renales de 

aparición esporádica, numerosos estudios han informado diferentes tipos de 

mutaciones somáticas del gen VHL en distintos porcentajes que oscilan entre el 22%(25) 

y el 50%.(26) Las mutaciones en los CRCCC de aparición esporádica, son más variadas; es 

frecuente encontrar mutaciones puntuales, pero también deleciones e inserciones que 

dan como resultado una proteína truncada. También se han publicado datos de 

hipermetilación del promotor del gen de VHL, cuyos porcentajes oscilan entre el 10 y 

el 20%.(26) Además se han encontrado otro tipo de alteraciones como la pérdida del 

brazo corto del cromosoma 3 (3p), y perdida de heterocigosidad en casos esporádicos 

de CCRCC.(24) 
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El producto del gen VHL regula la transcripción de diversos genes con 

importancia en la génesis del tumor a través del factor inducible por hipoxia HIF1-α. El 

silenciamiento de VHL desencadena la sobreexpresión de un numeroso grupo de 

proteínas relacionadas con respuesta a hipoxia, la regulación del pH intracelular, 

angiogénesis, etc.(24) 

En los casos esporádicos de CCRCC, numerosos estudios han analizado 

mutaciones y metilación del gen VHL pero pocos han examinado la relevancia clínica 

de estas alteraciones. Sin embargo esta información puede tener una gran importancia 

en términos de pronóstico y tratamiento en cuanto a  terapias diana especificas. 

Diversos estudios no han encontrado diferencias en la frecuencia de mutación 

con relación al grado del tumor, estadio, tamaño o proliferación celular del tumor, 

aunque se ha descrito que se ha incrementado el ratio de mutaciones y metilación en 

tumores pT3. Se ha observado un peor pronóstico y supervivencia en pacientes con 

mutaciones que generan una pérdida de función, aunque otros encuentran 

mutaciones y metilación fuertemente asociadas con mejor pronóstico en estadios pT1, 

2 y 3, pero no en estadio 4.(27) 

 

 

 

1.2.2.B.-  ESTRUCTURA DEL GEN VHL 

 

El gen VHL consta de tres exones  que codifican un ARN mensajero (ARNm) de  

4,5 kb. Engloba cerca de 20 Kb de ADN genómico del brazo corto del cromosoma 3, 

concretamente se sitúa en el locus 3p25-26 del genoma humano. Los 642 nucleótidos 

que contiene codifican un polipéptido de 213 aminoácidos con un peso molecular de 

28-30 kDa (VHL).(24) En la figura 2 se muestra la estructura básica del gen VHL y la 

disposición y regiones funcionales de la proteína VHL. 
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Figura 2. Esquema del gen y proteína VHL.(24) 

 

 

 

1.2.3.C.- ALTERACIONES EN EL GEN VHL 

 

Entre las alteraciones descritas en el gen VHL podemos encontrar: 

 

Mutaciones: Se han descrito multitud de mutaciones tanto germinales como 

somáticas en el gen de VHL.(28) 

Las mutaciones germinales son aquéllas heredadas y que se encuentran en 

todas las células del individuo. Han sido identificadas mutaciones germinales del gen 

VHL en más de 500 familias con enfermedad de von Hippel Lindau alrededor del 

mundo, mostrando una heterogeneidad considerable tanto en el tipo de mutación 

como en su localización.(24) 

En contraste con las mutaciones germinales, las mutaciones somáticas están 

confinadas a las células somáticas del individuo y no se heredan. Las mutaciones 

somáticas que ocurren en genes supresores tumorales en tejidos relevantes pueden 

inducir el desarrollo de un tumor.  La mayor parte de las  mutaciones encontradas en 

los pacientes con CCR se han encontrado a partir del codón 54.(24,29) 
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Metilación: El gen VHL puede ser inactivado también por hipermetilación de las 

islas CpG de la región 5´. Este fenómeno se ha visto en un gran número de genes 

supresores tumorales.(30) La hipermetilación del promotor del gen VHL ha sido 

detectada en el 33% de los tumores que no mostraron pérdida de heterocigosidad, 

incluyendo CCR y hemangioblastoma.(31) 

 

 

 

1.2.3.-  LA PROTEÍNA VHL 

 

1.2.3.A.- LOCALIZACIÓN SUBCELULAR  

 

Podemos encontrar diferentes patrones de localización de VHL. Esta proteína 

reside primariamente en el citoplasma de las células, pero se puede encontrar en el 

núcleo como consecuencia de una sobreproducción de la misma.(23) Además VHL se 

mueve entre ambos compartimentos y su localización queda condicionada por su 

funcionabilidad.(32) 

 

1.2.3.B- ESTRUCTURA Y TAMAÑO 

 

Se conocen 2 isoformas de la proteína. La primera y mayoritaria posee un peso 

molecular de 24-30 kDa y su secuencia es completa. La segunda isoforma, debido a 

una pérdida de una porción del exón 2 en la traducción, es de tamaño menor siendo su 

peso de 18-19 kDa. Ambas proteínas tienen función supresora de tumores. Las 

modificaciones post-transcripcionales se están estudiando y se sugiere que VHL puede 

ser fosforilada por otras proteínas.(33) 

La proteína VHL contiene dos dominios: 

- El dominio β, está formado por una cadena de siete láminas β (que 

comprende del aminoácido 63 al 154) y una hélice α (aminoácidos 

de 193 a 204). 
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- El dominio α, más pequeño que el anterior, está formado por tres 

hélices α (aminoácidos de 155 a 192).  Este dominio contiene  zonas 

de interacción con otras proteínas.(24) En este dominio es donde se 

han evidenciado multitud de mutaciones.(34) 

 

 

1.2.3.C.-PROTEÍNAS DE UNIÓN A VHL 

 

La proteína VHL es una ubiquitín ligasa que interactúa con unas proteínas 

denominadas elonginas C (14-18KDa) y B (9-14KDa) formando un complejo que facilita 

el proceso de degradación de sus proteínas diana por ubiquitinación. Esta actividad 

está gobernada por el reconocimiento de prolinas hidroxiladas de las moléculas diana, 

por VHL. En la figura 3 se muestra la interacción de VHL con otras proteínas y las 

funciones que derivan de su actividad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema con las funciones de VHL y su interacción con otras proteínas.(35) 
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1.2.3.C.1-ELONGINAS 

 

En primer lugar VHL se une a la Elongina-B (por los aminoácidos 157-172 del 

dominio alfa de VHL) la cual a su vez se une a la Elongina-C en un mismo complejo 

llamado  VCB.(36–39) 

 

1.2.3.C.2.- CUL2 

 

El complejo VCB se une a una proteína de 70-76 kDa denominada CUL2, 

miembro de la familia genética de las cullinas, implicadas en ciclo celular en levaduras. 

El complejo VCB-CUL2 posee actividad E3-ubiquitin-ligasa (marca su molécula diana 

con ubiquitinas) que se complementa  con la proteína Rbx1 que enriquece la actividad 

ligasa.(34,37) 

 

1.2.3.C.3.- HIF1-α (FACTOR INDUCIBLE POR HIPOXIA)  

 

En la función ubiquitín ligasa de este complejo macromolecular compuesto por 

VCB, CUL2 y RBX-1, radica parte de la función supresora del gen VHL, puesto que este 

complejo mencionado es capaz de degradar, entre otras, a la proteína HIF1-α, factor 

de transcripción cuya misión es la transactivación de ciertos genes cuyo producto 

proteico aumenta la captación de oxígeno (VGEF, PDGF, EPO, etc.) o regula la 

adaptación metabólica cuando el oxígeno ambiental es limitado.(39,40) 

 

1.2.3.C.3.a.-ESTRUCTURA 

 

El gen HIF1-α, codifica el factor inducible por hipoxia (HIF1-α). Se localiza en el 

locus 14q21-q249, el cual posee 15 exones. La proteína HIF1-α es un heterodímero 

compuesto por cadenas alfa (reguladas por el O2) y beta, dispuestas en doble hélice 

(βHLH). Este pertenece a una familia de factores de transcripción que consta de tres 

subunidades alfa (HIF1-α, HIF2-α, HIF3-α) y a una subunidad beta (HIF 1β).(41) 
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Existen 2 zonas de señalización nuclear (NLS) que se encuentran en el extremo 

C-terminal y en el N-terminal. La acumulación nuclear del HIF1-α sólo depende del 

extremo  C-terminal.   

Además, tal y como dicen Fraga y cols.,(41) HIF1-α contiene 2 dominios de 

transactivación (TAD) en el extremo C-terminal que están separados por una secuencia 

de aminoácidos (575-786) que inhiben la transactivación. El extremo N-terminal de la 

molécula contiene un dominio necesario para la dimerización y ligación al ADN (βHLH-

PAS). Las interacciones entre los dominios βHLH de ambas subunidades regulan su 

dimerización. El dominio C-terminal tiene como función señalizar la translocación de 

HIF1-α hacia el núcleo y la estabilización proteica (Véase figura 4). 

El dominio de la degradación oxígeno-dependiente (ODD) del HIF1-α y los 

residuos de prolina en las posiciones 402 y 564, poseen un gran impacto en la 

estabilidad de la proteína en condiciones de oxígeno normales pues permiten, cuando 

están hidroxiladas, el reconocimiento por la proteína VHL y la posterior activación de la 

vía de degradación de la ubiquitina.(41) 

 

 

Figura 4. Estructura molecular de HIF-1α.(Adaptado de Fraga y cols.).(41) 
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1.2.3.C.3.b.- MECANISMOS MOLECULARES 

 

La proteína VHL reconoce y se une a HIF-1α cuando esta subunidad se 

encuentra hidroxilada en prolinas y por otro lado se une a la proteína Elongina-C, la 

cual recluta a Elongina-B, cullina-2 y RBX-1.  

Este complejo proteico compone una E3-ubiquitin-ligasa, que será responsable 

del marcaje por ubiquitinas de  HIF1-α. Una vez marcada la subunidad α será 

degradada por el proteosoma 23S.(42) 

En situaciones de hipoxia, con niveles de O2 molecular bajos o nulos, HIF1-α no 

se encuentra hidroxilada y VHL es incapaz de unirse a él, lo que implica un aumento de 

los niveles del HIF1-α que se acumula en el interior de la célula formando un 

heterodímero con la subunidad beta (HIF1-β). Este heterodímero emigra hacia el 

núcleo, donde se unirá a las secuencias específicas del ADN permitiendo la 

transactivación de sus genes diana.(43) 

 

Figura 5. Esquema del mecanismo molecular de la ruta de VHL.(Adaptado de Trigo y 

cols.)(42) 
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Como resumen (véase figura 5), en presencia de una actividad normal de VHL y 

con condiciones ambientales normales de oxígeno, HIF1-α se degrada y no ejerce su 

función. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, VHL no ejerce su función ubiquitín 

ligasa, HIF1-α no es degradado y se activa la transcripción de sus genes diana (VEGF, 

PDGF-R, TGF, EPO, etc.). 

Entre los principales genes diana de HIF1-α podemos encontrar genes  

relacionados con angiogénesis como VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular), 

PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas), PLGF (Factor de crecimiento 

placentario); además de genes relacionados con proliferación y supervivencia celular 

como TGF-α (Factor α de crecimiento transformante), IGF (Factor de crecimiento 

ligado a insulina) y EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico) y también 

relacionados con la matriz extracelular como MMP-1 (Metaloproteinasa de matriz-1) y 

Lisiloxidasas; y  con el control del pH, CA-IX y CA-XII (Anhidrasas carbónicas IX y XII).(44) 

 

 

1.2.3.C.3.b.- FUNCIÓN 

 

La hipoxia es la reducción de la tensión de oxígeno que, en términos clínicos, se 

define por la disminución de la disponibilidad de oxígeno hasta niveles críticos y que se 

da cuando los valores de tensión son inferiores al 7%. HIF-1α está involucrado en la 

respuesta a la hipoxia y también en la homeostasis del oxígeno en  respuesta a la 

isquemia miocárdica, cerebral, retiniana, hipertensión pulmonar, preeclampsia, 

retraso en el crecimiento intrauterino y cáncer. Tiene un papel central tanto en los 

mecanismos fisiológicos homeostáticos como en los etiopatológicos.(41) 

Como se ha comentado, HIF-1α  está relacionado con la transactivación de una 

gran variedad de genes. No obstante,  resulta de  gran interés el grupo de genes que 

generan proteínas transmembrana encargadas de la regulación de pH intra y 

extracelular: las anhidrasas carbónicas (CA). Su expresión se induce en condiciones de  
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hipoxia,  probablemente  regulado  por HIF1-α.   Además,   diversos  estudios(45–47)  han  

mostrado la implicación de CA-IX en el pronóstico de CCR en términos de 

supervivencia y de respuesta a ciertas terapias inmunomoduladoras, 

fundamentalmente en los tumores que presentan metástasis a distancia, aunque 

también existe controversia en este punto.  

 

 

1.2.3.D.- PROTEÍNAS DIANA DE VHL 

 

1.2.3.D.1.- ANHIDRASA CARBÓNICA IX (CA-IX) 

 

La familia de las CA está compuesta de una serie de enzimas que catalizan la 

conversión reversible de dióxido de carbono y agua a ácido carbónico. 

La proteína CA-IX es un miembro de la familia de las anhidrasas carbónicas las 

cuales juegan un papel en la regulación de la proliferación en respuesta a hipoxia. CA-

IX es una glicoproteína transmembrana con un sitio activo extracelular que está 

implicado en la proliferación y oncogénesis.(48) 

CA-IX juega un papel en la adaptación de los tumores a las condiciones de 

hipoxia y puede regular el pH de los compartimentos intra y extracelular. La expresión 

de CA-IX en los tejidos normales está limitada al tracto gastrointestinal,  vesícula biliar 

y ductos pancreáticos. Se ha visto sobreexpresión de CA-IX en tumores de riñón, 

cérvix, pulmón, estómago, cerebro, vejiga y piel. CA-IX no se expresa en tejido normal 

de riñón fetal o adulto, esto sugiere que no participa en la organogénesis pero que sí 

parece tener implicación en el crecimiento de ciertos tumores.  

La pérdida de función de VHL implica una acumulación de HIF-1α, lo que genera 

una sobreexpresión de CA-IX. En líneas celulares se ha visto que restaurando la función 

de VHL se reprime la expresión de CA-IX a niveles normales. El subtipo de células claras 

está ligado a la pérdida de la función de VHL por lo que esta proteína podría jugar un 

papel importante como biomarcador.(49) 
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1.2.3.D.2.- VEGF 

 

Como se ha comentado previamente, una de las características de los tumores 

renales es que presentan una gran vascularización, por lo que resulta interesante el 

estudio de genes/proteínas encargadas de la neoangiogénesis. VEGF es un buen 

ejemplo teniendo en cuenta que es diana de HIF1-α.(41) 

La angiogénesis consiste en el desarrollo de nuevos vasos a partir de la red 

vascular preexistente(50) y tiene un papel preponderante en los diversos mecanismos 

fisiopatológicos benignos (cicatrización, heridas, isquemia, retinopatía diabética...) y 

malignos (crecimiento del tumor y metástasis); VEGF desempeña un papel 

fundamental en la angiogénesis y está regulado por HIF-1α. 

Este proceso de neoangiogénesis necesita de la migración y proliferación de 

células endoteliales (CEs) que se organizan formando grupos celulares con estructura 

tubular los cuales se unirán eventualmente para al final madurar en vasos sanguíneos 

estables. El factor VEGF  y sus receptores constituyen el principal sistema regulador de 

las CEs vasculares y con ello de la angiogénesis.(50,51) 

VEGF es una molécula con actividad mitogénica altamente específica para las 

CEs. Es miembro de la superfamilia de genes VEGF-PDGF que incluye a VEGF-A, B, C, D 

y E, así como al factor de crecimiento de placenta (PLGF). Fue identificado en los años 

80 como un factor de permeabilidad vascular (VPF) y como un factor de crecimiento 

específico de CEs vasculares codificado por el gen VEGF, por lo que ha sido referido 

como VEGF, VEGF/VPF o VPF.(52) 

VEGF activo está compuesto por dos subunidades idénticas. La modulación de 

su actividad  está dada por la unión a heparina y a carbohidratos en la superficie 

celular con los dominios de unión del VEGF, los cuales son de distintos tamaños 

dependiendo de la isoforma de esta proteína (Figura 6).(53) 
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Figura 6. Esquema de las distintas isoformas de VEGF y sus receptores.(54) 

 

 

 

VEGF responde a hipoxia/isquemia principalmente mediante HIF1-α, aunque 

también en respuesta a distintos factores de crecimiento, a oncogenes activados (por 

ejemplo RAS) así como a distintas citosinas, gen p53 mutado, estrógeno y óxido nítrico 

(NO). Mediante estos estímulos se aumenta la expresión del VEGF (52,55) haciendo que 

proliferen CEs de arterias, venas y vasos linfáticos(56) así como algunos tipos celulares 

no endoteliales.(57) Además, VEGF promueve la migración celular e inhibe la 

apoptosis,(58) incrementa la conductividad hidráulica de microvasos aislados y 

vasodilatación como resultado del NO derivado de CEs,(56) promueve la angiogénesis y 

la permeabilización de los vasos sanguíneos y participa en la vasculogénesis(55) y en la 

linfangiogénesis.(59) Cuando su regulación es normal, VEGF contribuye al 

remodelamiento vascular durante el ciclo ovárico y la implantación embriónica y a la 

cicatrización, mientras que cuando dicha regulación es inadecuada, este factor 
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contribuye al desarrollo de tumores sólidos al promover la angiogénesis que, por otra 

parte, suele ser anárquica y favorece la presencia de zonas de necrosis típicas de los 

tumores con crecimiento rápido. Por otro lado, se ha visto implicación de VEGF en 

otras patologías como psoriasis, artritis reumatoide, etc.(55) 

 

 

1.2.4.-  SEÑALIZACIÓN CELULAR 

 

Las vías de transducción de señales están relacionadas con proliferación celular 

positiva o negativamente. Es lógico pensar que en situaciones en que la proteína VHL 

esté alterada estas rutas puedan estar modificadas. Por ello, resulta interesante 

ahondar en el estudio de la señalización celular del cáncer.  Una de las rutas que está 

relacionada con hipoxia, es la de las proteínas quinasas activadas por mitógeno 

(MAPK), en concreto la de ERK (Extracellular-signal Regulated Kinases).(60) 

 

1.2.4.A.- RUTA DE LAS MAPK 

 

Las MAPK conforman una familia de Ser/Thr quinasas que se activan por 

factores de crecimiento y estrés. Juegan un papel clave en la transducción intracelular 

de señales respondiendo a diferentes estímulos extracelulares. Estas proteínas regulan 

procesos como metabolismo, apoptosis, mitosis, cambios en los patrones de expresión 

génica, proliferación celular,  inducción de apoptosis, etc.(61,62) 

En las células de mamíferos hay cuatro familias de MAPK: ERK 1/2, ERK5, JNK 

(c-Jun NH2-terminal Kinase) y p38 MAPK. Cada subfamilia de MAPKs está compuesta 

por un módulo de señalización de tres quinasas evolutivamente conservadas que se 

activan de forma secuencial: primero, la MAPK quinasa quinasa (MAPKKK o MEKK) 

activa a la MAPK quinasa (MAPKK o MEK), y ésta a su vez activa a la MAPK por 

fosforilación.(63) En la figura 7 se muestra un esquema de este proceso en el que 

además se especifican las diferentes rutas de señalización de las MAPK que podemos 

encontrar en mamíferos. 
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Las MAPKKK generalmente se activan por fosforilación o por interacción directa 

con  proteínas  de  unión  a GTP  (como la familia RAS/RHO)  en respuesta  a estímulos  

extracelulares.(63) Esto provoca la fosforilación en residuos de Ser y/o Thr de las MAPKK 

y su activación, que a su vez estimula la fosforilación y activación de las MAPK 

mediante la fosforilación dual en dos residuos (motivo Thr-X-Tyr) localizados en el 

motivo de activación del subdominio quinasa VIII. Finalmente, una vez activadas 

fosforilan a sus sustratos en residuos de Ser o Thr adyacentes a Pro.(64) 

 

 

 

 

Figura 7. Cascada de señalización de las MAPKs. Se representan las diferentes rutas de 

señalización indicando los estímulos principales de cada ruta y las respuestas que 

desencadenan. Las flechas representan la estimulación directa de unas proteínas a 

otras.(65) 
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1.2.4.B.- ERK (Extracelular regulated Kinase) 

 

Las ERK son proteínas reguladas por estímulos extracelulares (factores 

crecimiento, estímulos mitogénicos, citoquinas) que generalmente estan implicadas en 

proliferación y procesos antiapoptóticos. Basándose en el dominio de fosforilación, la 

secuencia, el perfil de señalización y la función, se pueden distinguir cuatro cascadas 

diferentes, las de ERK1/2, ERK5/BMK1, ERK3/4 y ERK7/8, siendo de gran interés las dos 

primeras.(66) A continuación, se describe con mayor profundidad las subfamilias ERK1/2 

y ERK5 puesto que en estas dos se centra parte de este estudio. 

 

1.2.4.B.1.- ERK1/2  

 

Las proteínas ERK1 y ERK2 tienen un peso molecular de 44 y 42 kDa 

respectivamente y presentan una homología del 85%. Poseen dos sitios de 

fosforilación (Thr y Tyr) separados por glutamato (Glu). Su abundancia relativa varía de 

unos tejidos a otros, en muchos tejidos los niveles de una son más abundantes que los 

de la otra y en otros son similares. La localización de ERK1/2 puede darse tanto en el 

núcleo como en el  citoplasma. Son estimuladas por un gran número de ligandos 

(suero, factores de crecimiento, citoquinas, estrés, receptores asociados a proteínas G, 

etc.).(67) ERK1/2 puede regular diferentes funciones como, crecimiento, proliferación, 

muerte y diferenciación celular.(68) De hecho, la ruta de ERK1/2 tiene un papel 

importante en cáncer por su papel fundamental para la proliferación celular.(69) 

 Los receptores tirosina quinasa, en respuesta a estímulos mitogénicos, son 

capaces de formar dímeros y fosforilarse entre sí desencadenado la unión de otras 

proteínas. La primera proteína que interacciona con los receptores es GBR2. Al unirse 

al receptor permite que SOS (proteína intercambiadora de GTP/GDP) que se encuentra 

de forma constitutiva unida a GBR2, catalice la activación de Ras pasando de su forma 

inactiva RAS-GDP a su forma activa RAS-GTP e inducir la activación de la ruta de 

ERK1/2 gracias a su interacción con RAF (Figura 8).(70,71) 
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Figura 8. Ruta de ERK.(72) 

 

Las proteínas RAF son MAPKKK y constan de tres miembros: RAF-1, A-RAF, y B-

RAF. Tienen un peso de 74, 68 y 94  kDa respectivamente. RAF fosforila a su MAPKK,  

MEK1/2, en dos residuos de serina (Ser-218 y Ser-222) provocando un incremento de 

su actividad del orden de 7000 veces.(61) MEK1/2 poseen en el extremo N-terminal un 

dominio de regulación negativa y en el extremo C-terminal una zona de unión a MAPK 

necesaria para su interacción con ERK1/2. De hecho, deleciones en la región 

reguladora provocan una activación constitutiva de la ruta.  Por último, MEK1/2 

fosforila a ERK1/2 en la Thr-202 y en la Tyr-204. La activación de ERK1/2 puede 

provocar la dimerización de la proteína. Los dímeros suelen ser homodímeros ya que 

los heterodímeros formados entre ERK1 y ERK2 son muy inestables.(73)  Las formas 

diméricas están implicadas en la activación de proteínas en el citoplasma, mientras 

que las formas monoméricas intervienen sobre todo en la activación de proteínas en el 

núcleo.  
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1.2.4.B.2. - ERK5 

 

El gen ERK5, también llamado BMK1 (Big MAPK 1), tiene 2445 pares de bases y 

codifica a una proteína de 816 aminoácidos cuya masa molecular teórica es de 

98Kd.(74) ERK5 se expresa en una amplia variedad de tejidos de vertebrados como son 

corazón, cerebro, placenta, músculo esquelético, pulmón y riñón.(75,76) 

La proteína ERK5 es capaz de translocar del citoplasma al núcleo. Un posible 

mecanismo que  explique su localización subcelular está relacionado con los dominios 

que la componen. La proteína codificada está compuesta por dos dominios: el domino 

N-terminal importante para la localización citoplasmática, la asociación a MEK5 y en la 

oligomerización;(74) y el dominio C-terminal que es requerido para la translocación 

nuclear.(77) Este dominio posee una secuencia de localización nuclear (NLS) y dos 

regiones ricas en Prolina (PR1 y PR2) importantes en la interacción con dominios SH3 

de otras proteínas  y en el control la actividad del dominio catalítico. Se ha postulado 

que, en condiciones basales, la interacción entre el dominio N y C-terminal expondría 

el dominio de exportación nuclear o favorecería el anclaje a proteínas del 

citoesqueleto permitiendo la acumulación de ERK5 en el citoplasma. Ante un estímulo, 

la interacción entre ambos dominios se rompería y permitiría la entrada de ERK5 al 

núcleo.(77) Con respecto a la ruta señalización de la proteína ERK5, esta se activa en 

presencia de mitógenos, factores de crecimiento, estrés o de citoquinas; entonces las 

MAPKKK: MEKK2 y MEKK3 activan a MEK5 el cual fosforila a ERK5 (Ver figura 7). 

Se ha observado alteración de esta ruta en cáncer y se ha descrito una posible 

regulación por medio de la proteína VHL,(60) actuando como ubiquitina-ligasa de ERK5. 

También se ha postulado una relación entre el nivel de la proteína ERK5 en muestras 

humanas de carcinoma renal de célula clara y el grado de desarrollo de la enfermedad, 

correspondiendo altos niveles de ERK5 con pacientes que poseen estadios más 

avanzados de la enfermedad y que presentan un peor pronóstico.(60) La desregulación 

en la ruta de ERK5 también se ha relacionado con otro tipo de tumores como mieloma 

múltiple, carcinomas de mama y cáncer de próstata.(78–80) 
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Finalmente, en cuanto a las funciones de la proteína ERK5/BMK1, está 

implicada en expresión de genes en respuesta a suero, interviene en la regulación y 

supervivencia de los linfocitos T y supervivencia de las neuronas del sistema central al 

estrés oxidativo. También se ha asociado a la respuesta inflamatoria. Además, se ha 

relacionado con mieloma y cáncer de mama y desarrollo vascular.(81–83) 
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2.1.-JUSTIFICACIÓN 

 

Como se ha comentado, el CCR es la neoplasia maligna más frecuente en el 

riñón adulto. Su incidencia actualmente está en aumento por el mayor uso de técnicas 

de diagnóstico y, dentro de los CCR, la variedad de células claras es la más 

frecuente.(84) 

Estos tumores pueden aparecer en el contexto de enfermedades hereditarias o 

de manera esporádica. La forma esporádica constituye el 96% de los casos.(84) Tanto los 

CCR hereditarios como los esporádicos tienen alteraciones genéticas conocidas, sobre 

todo a nivel del gen VHL, existiendo una destacable relación entre las alteraciones en 

este gen, fundamentalmente con el CCRCC.(85) Este aspecto ya ha sido refrendado en 

estudios previos de nuestro grupo.(25) 

Durante los últimos años y a la vista de que los criterios diagnósticos basados 

únicamente en la  arquitectura histológica son insuficientes, se está intentando realizar 

una caracterización molecular del CCR para determinar nuevos marcadores tumorales 

útiles tanto en el diagnóstico histológico, como en la predicción pronóstica y de 

respuesta a los fármacos que están desarrollándose actualmente. En este sentido, y 

basándose en la ya mencionada implicación del gen supresor VHL en los casos de CCR 

esporádico, resulta interesante evaluar la implicación de la ruta de señalización 

mediado por VHL en el CCR. 
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Como es sabido, el gen VHL codifica una proteína (VHL) que se une a HIF-1α en 

condiciones de normoxia provocando su degradación. Es aquí donde radica parte de la 

función supresora del gen VHL. La ausencia de una función normal de VHL  genera una 

situación parecida a la hipoxia por lo que HIF-1α no se degrada, aumentando sus 

niveles. Además HIF-1α es un factor de transcripción que induce la activación de genes 

cuyo producto protéico aumenta la disponibilidad de oxígeno mediante activación de 

factores angiogénicos (fundamentalmente VEGF, PDGF y eritropoyetina) o regula la 

adaptación metabólica cuando el oxígeno ambiental es limitado.  Por el contrario, en 

presencia de una actividad normal de VHL y en condiciones de normoxia, HIF-1α  se 

degrada no ejerciendo su función. La sobreproducción de factores angiogénicos debida 

al aumento de HIF-1α  puede explicar la naturaleza hipervascular del CCR y el posible 

estímulo al desarrollo y crecimiento tumoral.(34,45,86–88) Según lo descrito en otros 

trabajos, la sobreexpresión de HIF-1α puede tener valor pronóstico en los pacientes 

afectados de CCRCC.(87,88) 

HIF-1α también regula otros genes entre los que tiene especial interés las 

anhidrasas carbónicas, en concreto el gen productor de la proteína CA-IX. Ésta se 

expresa fundamentalmente en tejidos tumorales, entre ellos el CCR y es inducida 

también por condiciones de hipoxia.(89,90) La sobreexpresión de CA-IX es prácticamente 

exclusiva de los CCRCC(91) siendo su determinación útil en el diagnóstico de este 

subtipo celular. Cuando aparece sobreexpresada en otros subtipos, surge la posibilidad 

de que se trate de falsos positivos o CCR con componente mixto. La expresión de CA-IX 

puede ser determinada por inmunohistoquímica (IHQ) o métodos directos como 

western blot (WB), pero hasta el momento no se ha demostrado la superioridad de 

una u otra técnica de cara a su uso en clínica convencional. 

Finalmente se ha sugerido el hecho de que la proteína VHL controle tanto a 

HIF1α como a ERK5.(60) Ambas proteínas están controladas por la misma E3-Ubiquitina-

ligasa. Las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) constituyen una familia 

de serin/treonin quinasas  activadas por factores  de crecimiento  y estrés  y juegan un  
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papel clave en la transducción intracelular de señales, permitiendo a la célula integrar 

diferentes estímulos extracelulares. Así, las MAPK regulan procesos como mitosis, 

cambios en los patrones de expresión génica, movimiento, metabolismo, muerte 

celular programada permitiendo a las células sobrevivir, proliferar, inducir apoptosis,  

interaccionar con múltiples tipos celulares, etc. Todos estos procesos están implicados 

en el correcto desarrollo del organismo así como en su homeostasis con implicaciones 

en cancer y su terapia.(62) 

Todo lo expresado anteriormente hace que sean necesarios estudios que 

impliquen una evaluación global de toda esta ruta de señalización VHL→ HIF-1α→CA-

IX, así como el análisis de otras proteínas y vías de señalización que, como las MAPK, 

podrían tener relación con esta ruta pudiéndose evaluar su posible papel en el 

pronóstico y diagnóstico del CCR. 

Por todo ello, en nuestro estudio nos planteamos las siguientes hipótesis y 

objetivos: 

 
 
 

2.2.- HIPÓTESIS 

 

- Los carcinomas de células renales esporádicos presentan mutaciones y 

alteraciones epigenéticas en el gen VHL. Dichas modificaciones alteran la expresión de 

la proteína VHL, perdiendo su función y provocando cambios en la expresión de otras 

proteínas diana de VHL que componen su ruta molecular como son HIF-1, CA-IX y 

VEGF. Esta pérdida de función de VHL puede afectar también a la expresión y función 

de MAPK implicadas en proliferación (ERK5 y ERK1/2). 

- La expresión de proteínas como CA-IX y VEGF generada por la no degradación 

de HIF-1, así como la de ERK5 y ERK1/2, influyen en los parámetros clinicopatológicos 

de los pacientes. Estas proteínas podrían constituirse como  marcador pronóstico y 

diagnóstico del carcinoma de células renales esporádico. 
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2.3.- OBJETIVOS: 

Objetivo principal:  

 

Determinar la existencia de mutaciones y alteraciones epigenéticas (metilación 

del promotor) en el gen VHL en tejido renal tumoral de pacientes con carcinoma renal 

esporádico de célula clara y caracterizar, por western blot y/o inmunohistoquímica, el 

estado de expresión de las distintas proteínas que forman parte de la vía metabólica 

de señalización desencadenada por VHL, como CA-IX, HIF-1 y VEGF y de las MAPK 

implicadas en proliferación como ERK5 y ERK1/2. 

 

Objetivos secundarios: 

- Valorar la utilidad de la determinación de la expresión de la proteína CA-IX 

como biomarcador en el carcinoma de células renales y cuál de los métodos 

para la detección de su expresión es más útil. 

 

- Analizar si la expresión de VHL se asocia con la expresión de las otras 

proteínas implicadas en su vía de señalización. 

 

- Determinar el valor pronóstico y diagnóstico de la existencia de mutaciones 

y metilación en el gen VHL, así como de la expresión de VHL y de las 

proteínas de las vías de señalización analizadas. 
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3.1.- DISEÑO Y SUJETOS DEL ESTUDIO 

 

Se trata de un estudio descriptivo observacional, analítico y transversal sobre 

76 pacientes diagnosticados de CCR esporádico tratados quirúrgicamente según el 

protocolo aceptado por la comunidad urológica internacional, contando con la 

aprobación del Comité de Ética del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete. El 

periodo de recogida de los datos va desde el año 2006 hasta el año 2011. Se han 

revisado los datos clínico-evolutivos y las preparaciones histológicas de todos los 

sujetos, los cuales fueron diagnosticados por el Servicio de Anatomía Patológica, 

tratados y controlados por personal facultativo del Servicio de Urología del Complejo 

Hospitalario Universitario de Albacete.  

 

 

3.2.- OBTENCIÓN DE MUESTRAS  

 

Previo consentimiento informado, una vez realizada la cirugía, se extrajo de la 

pieza operatoria y en fresco, muestras de tejido tumoral y tejido renal sano adyacente 

al tumor.  Una vez recogidas, las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su 

procesamiento. 
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3.3.- CRITERIOS DE INCLUSIÓN  

 

Se incluyeron en el estudio pacientes sometidos a cirugía exerética de 

neoplasia renal, ya fuera radical o conservadora de parénquima renal, y que 

posteriormente el diagnóstico anatomopatológico confirmara la presencia de un 

carcinoma de células renales. Se desestimaron aquellos pacientes que tras la cirugía se 

diagnosticaron de tumores de otra estirpe, bien benignos o malignos, y los que 

presentaron historia de enfermedad familiar asociada a la aparición de tumores 

renales. 

 

 

 

3.4.- VARIABLES DEL ESTUDIO  

 

3.4.1.- VARIABLES DEPENDIENTES  

 

3.4.1.A.- MUTACIÓN DEL GEN VHL  

 

Tras la amplificación mediante PCR para la posterior secuenciación automática 

de los tres exones que componen el gen VHL, se pudieron obtener los siguientes datos 

en relación a las mutaciones encontradas:  

-Tipo de mutación: 

   Puntual: Cambio de una base por otra. 

Deleción: Pérdida de uno o varios nucleótidos.  

Inserción: Adición de uno o varios nucleótidos.  

Las deleciones e inserciones cambian la pauta de lectura originando cambios de 

aminoácidos en la transcripción ocasionando, en la mayoría de los casos, una proteína 

truncada. 

-Localización de la mutación. 

-Cambio de codón. 

-Cambio de aminoácido. 
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3.4.1.B.- METILACIÓN DEL PROMOTOR DEL GEN VHL  

 

Tras obtener los porcentajes de metilación de cada sitio CpG estudiado, se 

clasificaron las muestras como, siguiendo un esquema similar al realizado por Moore y 

cols.: (92)  

-Hipermetilado. 

-No hipermetilado. 

 

Para el estudio estadístico también se valoró conjuntamente la existencia de 

alteración en el gen VHL ya fuese por existencia de mutación, por hipermetilación del 

promotor o por la existencia de ambas alteraciones. 

 

3.4.1.C.- EXPRESIÓN DE VHL POR INMUNOHISTOQUÍMICA  

 

Según el porcentaje de células teñidas, conforme el estudio de Shiao y cols.(93) 

se clasificó el estudio inmunohistoquímico de VHL en: 

-Negativo: Ausencia absoluta de tinción celular. 

-Positivo: 

-Expresión baja: <10% células marcadas. 

-Expresión moderada: 10-50% células marcadas. 

-Expresión alta: >50% células marcadas. 

  

Además según el lugar de expresión se clasificaron como: 

-Negativo. 

-Membrana. 

-Citoplasma. 

-Núcleo. 

-Membrana y citoplasma. 
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3.4.1.D.- EXPRESIÓN  DE LA PROTEÍNA CA-IX POR WESTERN BLOT 

 

Mediante la técnica de western blot se clasificaron como: 

-Positivo (Expresa). Si la muestra en el tejido tumoral expresaba la 

proteína. 

-Negativo (No expresa). Si no existía expresión de la proteína en la 

muestra tumoral. 

 

3.4.1.E.- EXPRESIÓN DE CA-IX POR INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Para la expresión de CA-IX por inmunohistoquímica, siguiendo el método de 

Leibovich y cols.,(94) se clasificaron las muestras como: 

-Positivo. Cuando se vio marcaje, células teñidas. 

-Negativo. Ausencia absoluta de tinción celular. 

 

3.4.1.F.- EXPRESIÓN DE HIF-1α POR INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Según lo publicado por Klatte y cols.,(95) se clasificó la expresión de HIF-1α  de 

dos formas según el porcentaje de células marcadas: 

-Negativo. Ausencia absoluta de tinción celular. 

-Positivo: 

-Expresión baja: <10% células marcadas. 

-Expresión moderada: 10-50%células marcadas. 

-Expresión alta: >50%células marcadas. 

Y según la intensidad de la expresión: 

-Negativo 

-Intensidad leve (1+) 

-Intensidad moderada (2+) 

-Intenso (3+) 
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3.4.1.G.- EXPRESIÓN DE VEGF POR INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Al igual que con la proteína HIF-1α se establecieron dos clasificaciones 

conforme a lo publicado por Baderca y cols.(96) Por el porcentaje de células marcadas: 

-Negativo. 

-Positivo: 

-Expresión baja: <10% células marcadas. 

-Expresión moderada: 10-50% de las células marcadas. 

-Expresión alta: >50% de las células marcadas. 

 

Y por la intensidad de la expresión: 

-Negativo 

-Intensidad leve (1+) 

-Intensidad moderada (2+) 

-Intenso (3+) 

 

3.4.1.H.- EXPRESIÓN DE ERK5 POR WESTERN BLOT 

 

Mediante la técnica de western blot para la proteína ERK5, los clasificamos 

como: 

- Sobreexpresa. Si la expresión de ERK5 en el tumor era superior a la de la 

muestra de parénquima renal sano. 

- No sobreexpresa. Si la expresión de la muestra en el parénquima renal sano 

era igual o inferior a la encontrada en la muestra tumoral. 

 

3.4.1.I.- EXPRESIÓN DE ERK1/2 POR WESTERN BLOT 

 

Mediante la técnica de western blot los clasificamos como: 

- Sobreexpresa. Si la expresión de ERK1/2 en el tumor era superior a la de la 

muestra de parénquima renal sano. 
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- No sobreexpresa. Si la expresión de la muestra en el parénquima renal sano 

era igual o inferior a la encontrada en la muestra tumoral. 

 

 

3.4.2.- VARIABLES INDEPENDIENTES  

 

Para clasificar las variables independientes se estableció un protocolo de 

recogida de datos, que incluyó distintos grupos de variables. 

 

3.4.2.A.- VARIABLES SOCIODEMOGRÁFICAS  

 

- Edad 

- Sexo  

 

3.4.2.B.- VARIABLES RELACIONADAS CON EL TUMOR ACTUAL  

 

- Motivo de consulta. Especificando la causa (síntomas) por la que el paciente 

acude a consulta por primera vez:  

  · Masa palpable.  

  · Hematuria.  

  · Dolor.  

  · Hallazgo incidental.  

  · Otros síntomas o signos.  

- Lateralidad. Si el tumor aparece en riñón derecho, izquierdo o se produce 

presentación bilateral. 

- Localización del tumor. Según aparezca en:  

  · Polo superior renal.  

  · Polo inferior renal.  

  · Situación mesorrenal.  

- Tamaño tumoral. Por medición del patólogo sobre la pieza quirúrgica:  
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  · Menor de 4 cm.  

  · Entre 4 y 7 cm.  

  · Mayor de 7 cm. 

- Estudio anatomopatológico del tumor o tipo histológico del tumor:  

  · Carcinoma de células claras.  

  · Carcinoma cromofílico o papilar.  

  · Carcinoma cromófobo.  

  · Oncocitoma.  

  · Carcinoma de los ductos de Bellini.  

  · Carcinoma con diferenciación sarcomatoide.  

·Variante inclasificada (subtipos con componente mixto y no clasificados 

en ninguno de los grupos anteriores).  

- Grado nuclear, según la clasificación de Fuhrman.(17) 

- Estadio tumoral, según la clasificación TNM de la UICC.(19) 

 

 

 

3.5.- METODOLOGÍA 

3.5.1.- LÍNEAS CELULARES Y CULTIVOS CELULARES. 

 

En el presente estudio se utilizaron líneas celulares como control para el 

estudio genético y epigenético del gen VHL. Dichas líneas fueron las siguientes: 

 

Caki-2: Derivadas de carcinoma de célula clara de humano caucásico de 69 

años. Poseen VHL endógeno. El ADN de esta línea se utilizó como control para el 

estudio mutacional y el análisis de metilación. 

 

796-P: Derivadas de adenocarcinoma de célula clara renal de humano caucásico 

de 63 años. Esta línea posee el promotor de VHL hipermetilado con lo que no expresa 
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la proteína. El ADN genómico de esta línea celular se utilizó como control para el 

estudio de metilación. 

 

786-O: Fueron derivadas de un varón de  58 años de adenocarcinoma de célula 

clara en riñón humano de origen caucásico. Esta línea posee el gen de VHL mutado, 

por lo que fue utilizada como control en el estudio mutacional del gen VHL. 

 

Las células se encontraban en crioviales en nitrógeno líquido, fueron 

descongeladas de manera rápida, sembradas en placas de 100 y 60 mm y mantenidas 

en un ambiente de 5% CO2 a 37ºC en medios de cultivo adecuados al tipo celular. En 

concreto, las tres líneas celulares se mantuvieron en Dulbecco´s Modified Eagle´s 

Medium (DMEM) suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS), más un combinado 

de antibióticos (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) y aminoácidos no 

esenciales. Todos los reactivos fueron de la compañía Sigma®.  

 

 

3.5.2.- EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO 

 

Una vez recogidas las muestras de tumor renal y de parénquima renal sano del 

espécimen quirúrgico, se congelaron y almacenaron a –80°C hasta su utilización. La 

extracción del ADN a partir de las muestras almacenadas se realizó siguiendo las 

instrucciones del kit de extracción de ADN QIAmp®DNA de QIAGEN®, previa digestión 

enzimática de los tejidos con proteinasa K. Como resultado final se obtuvieron 50 μl de 

ADN a una concentración media de 100 ng/μl de cada una de las muestras procesadas. 

Para comprobar la calidad del ADN obtenido, se realizó electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, con bromuro de etidio (10 mg/ml) realizada en tampón TBE 1 X (tris 

borato 45mM; EDTA 1mM). 

La cuantificación del ADN obtenido se realizó mediante espectrofotometría 

(Nanodrop). La pureza de la muestra de ADN obtenida (proporción de proteínas 

contaminantes) se calculó mediante la relación de densidad óptica 260/280, 
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considerándose una razón de en torno a 2 como óptima, mientras que una razón 

inferior a 1,5 como insuficientemente pura precisando de un nuevo proceso de 

extracción de ADN. 

 

 

 

3.5.3.- PCR. AMPLIFICACIÓN DEL ADN MEDIANTE REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA (PCR).  

 

Para llevar a cabo la búsqueda de mutaciones en el gen VHL fue necesario, en 

primer lugar, amplificar mediante PCR las regiones que comprendían cada uno de los 3 

exones que componen dicho gen. Para ello se diseñaron cebadores, es decir 

oligonucleótidos que se situaban en zonas intrónicas, con el objeto de obtener en el 

producto de PCR las secuencias completas de cada uno de los exones. Las secuencias  

de los cebadores fueron tomadas según el protocolo publicado por Patard JJ y cols.(97) 

En la Tabla 4 se muestran los cebadores empleados. Las condiciones de las reacciones 

de amplificación utilizadas para cada exón fueron las siguientes: se amplificaron entre  

50 y 150 ng del ADN procedente de la muestra tumoral con la Taq polimerasa de 

Biorad® siguiendo las siguientes condiciones de PCR: predesnaturalización a 95°C 

durante 10 minutos; 35 ciclos de desnaturalización a 95°C durante 1 minuto; 

anillamiento durante 45 segundos (55°C para el exón 1 y 58°C para los exones 2 y 3) y 

extensión a 72°C durante 45 segundos. Se añadió 1.5 mM de MgCl2, 200 mM de dNTP. 

Además se utilizó DMSO al 5% para los exones 1A y 1B. 

 

Los cebadores fueron sintetizados por Amersham Pharmacia Biotech®. 

Posteriormente se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa (1% en TBE) 

que los fragmentos amplificados correspondían a su tamaño y que no existía 

degradación. La secuenciación fue realizada en el Centro Nacional de Investigaciones 

Oncológicas (CNIO). 
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Exón amplificado y 

dirección 

Secuencia del cebador 

1A: Forward 5´-CGC-GAA-GAC-TAC-GGA-GGT-3´ 

1A: Reverse 5´-GGA-CTG-CGA-TTG-CAG-AAG-AT-3´ 

1B: Forward 5´-GAG-TAC-GGC-CCT-GAA-GAA-GA-3´ 

1B: Reverse 5´-GCT-TCA-GAC-CGT-GCT-ATC-GT-3´ 

2: Forward 5´-CAC-CGG-TGT-GGC-TCT-TTA-AC-3´ 

2: Reverse 5´-TGG-GCT-TAA-TTT-TTC-AAG-TGG-3´ 

3: Forward 5´-GCA-AAG-CCT-CTT-GTT-CGT-TC-3´ 

3: Reverse 5´-ACC-ATC-AAA-AGC-TGA-GAT-GAA-3´ 

 

Tabla 4.- Secuencias de los cebadores utilizados para la PCR de los fragmentos a 

amplificar. 

 

 

3.5.4.- ESTUDIO DEL ESTATUS GENÉTICO DEL GEN VHL 

 

Uno de los objetivos del presente estudio era analizar, mediante secuenciación 

de ADN, las características de las mutaciones detectadas y su localización dentro de las 

regiones codificantes del ADN, para después ver si dichas mutaciones afectaban a la 

correcta expresión/función de la proteína. Para ello se utilizó la técnica de 

secuenciación automática mediante electroforesis capilar. 

 

La búsqueda de mutaciones se llevó a cabo en todas las muestras tumorales de 

todos los pacientes incluidos en el estudio. Para ello se amplificaron y secuenciaron los 

tres exones del gen VHL de todas las muestras tumorales en una dirección (5’ ó 3’). 

 

Todas las secuencias se confirmaron mediante secuenciación en sentido 

opuesto del exón problema; así ninguna mutación fue considerada como tal si el 

patrón anómalo sólo aparecía en un sentido de secuenciación. 
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Las muestras mutadas fueron cotejadas con la muestra control (línea celular 

caki-2, cuya secuencia del gen VHL está libre de mutaciones) obtenida para tal fin, no 

hallándose ninguna mutación en los citados controles.  

 

Dado que el diseño de los cebadores utilizados para la reacción de 

amplificación de los distintos fragmentos exónicos era a partir de nucleótidos de 

localización intrónica, se pudieron detectar mutaciones no exónicas.  

 

La búsqueda de mutaciones se realizó por medio del programa Crhomas 

Pro®.(98) 

  

3.5.5.- ESTUDIO DE METILACIÓN DEL PROMOTOR DE VHL  

 

 El análisis de metilación fue realizado por la empresa Sequenom® en la 

Universidad de Valencia. Se enviaron muestras de ADN genómico de los tumores de 

CCRCC y de tipo mixto con componente de células claras, además se enviaron a 

analizar muestras de ADN genómico de dos líneas celulares para su uso como 

controles: Caki-2 (carente de metilación del gen VHL) y 769-P (línea que presenta VHL 

metilado). El ADN fue extraído siguiendo el mismo protocolo tomado para las muestras 

destinadas a secuenciación convencional (apartado 3.5.1.). 

 

 Se preparó para analizar 1 μg de ADN genómico por muestra, a partir de ahí la 

empresa Sequenom® realizaría el estudio de metilación por un protocolo basado en 

primer lugar en el tratamiento con bisulfito de sodio; en segundo lugar en la 

realización de unas PCRs para las cuales se analizarían tres amplicones de VHL (en la 

tabla 5 se muestran las secuencias de los cebadores utilizados para ello); y finalmente 

en la cuantificación del estado de metilación por medio de un sistema de 

espectometría de masas denominado MALDI-TOF.  
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Nombre 

del cebador 

Secuencia 5'-3' 

VHL1 01 Fw aggaagagagTTATGTTTTGTAAGAATTTAGTTAGTTGAT 

VHL1 01 Rv cagtaatacgactcactatagggagaaggctTCACTACAACCTTAACCTCCCTA 

VHL1 03 Fw aggaagagagGGTTTTATAAAGAATGTTTTGGG 

VHL1 03 Rv cagtaatacgactcactatagggagaaggctAAAAACTAAAACCCCTTAAAACAAAA 

VHL1 04 Fw aggaagagagTGTGTTTTGTTTTAAGGGGTTTTAG 

VHL1 04 Rv cagtaatacgactcactatagggagaaggctAACCCTCCCAAATCATCTTCTA 

 

Tabla 5.- Secuencias de los cebadores de los amplicones VHL 

 

 

Tras ello, se obtuvo información sobre el estado de metilación de 41 sitios CpG 

dentro de esos tres amplicones de las muestras tumorales y de las líneas celulares. 

Para el estudio estadístico se eliminaron los sitios CpGs en los que el estado de 

metilación era similar entre las líneas control metilada y no metilada, quedando 

finalmente 26 sitios CpG a estudiar. De forma similar al método seguido por Moore y 

cols.(92) se consideró como muestra metilada aquella que mostraba metilación en más 

del 26% de los sitios CpGs estudiados. 

 

3.5.6.- EXTRACCIÓN DE PROTEÍNA 

 

Las muestras fueron disgregadas utilizando el politrón y procesadas en buffer 

de lisis a pH 8 (100nM HEPES, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,125 mM EGTA, 0,1% Tritón 

X-100) en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas (50mM NaPPi, 50 mM 

NaF,   B-glicerol,  DTT,  Leupeptina,   aproteinina,  50μM PMSF y  100mM Na3VO4).   Los 
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extractos celulares se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 40C. Se eliminó 

el pellet y la cantidad de proteína del sobrenadante se cuantificó usando el método de 

BCA (BCA Protein Assay Kit®). Posteriormente a las muestras se les añadió el tampón 

de carga (Laemmli 5X: 15 ml H2O, 2,5 ml Tris- HCl pH 6,8 1M, 10 ml glicerol, 8 ml de 

SDS al 10%, 2ml de β-mercaptoetanol, 5 μL de azul de bromofenol 0.5% en H2O), y se 

hirvieron  a 1000C durante 5 minutos. Finalmente se cargaron en geles de acrilamida. 

 

3.5.7.-WESTERN BLOT 

 

Se utilizaron geles de acrilamida de diferente porcentaje en función del peso 

molecular de la proteína que se quería analizar: Al 10% para la CA-IX, ERK1/2 y 

Tubulina; y al 6% para ERK5. Se realizó la electroforesis en condiciones 

desaturalizantes (SDS-PAGE).  

 

Una vez las proteínas se separaron en el gel, se transfirieron a una membrana 

de nitrocelulosa aplicando un voltaje constante de 15 V durante 50 min para CA-IX, 

ERK1/2 y Tubulina; y 65 min para ERK5. Estas membranas fueron bloqueadas durante 

una hora en 5% de leche desnatada en polvo diluida en TBS con Tween 20 al 0,1% (T-

TBS). Tras tres lavados de 10 minutos en tampón T-TBS, se incubaron las membranas 

con los anticuerpos primarios en agitación en las condiciones que se describen en la 

tabla 6 para cada una de las proteínas que se querían estudiar (en la tabla 6 además 

podemos encontrar las características de los anticuerpos utilizados). Todas las 

membranas fueron incubadas en agitación a 40C durante 16 horas.  

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución Isotipo Tipo 
CA IX Antibody (H-
120) Santa Cruz Biotechnology 1:1000 en 0,5% BSA/TTBS Conejo Policlonal 

ERK5 Cell Signaling 1:1000 en 5% BSA/TTBS Conejo Policlonal 

ERK1,2 (C-14): Santa Cruz Biotechnology 1:1000 en 5% BSA/TTBS Conejo Policlonal 

Tubuline Santa Cruz Biotechnology 1:3000 en 0,5% BSA/TTBS Ratón  Monoclonal 

 

Tabla 6.- Anticuerpos primarios utilizados para la técnica de western blot y condiciones 

de incubación. 
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Después de tres lavados de 10 minutos con T-TBS en agitación, se incubaron las 

membranas con el anticuerpo secundario (Santa Cruz Biotechnology®) con actividad 

peroxidada conjugada durante una hora a temperatura ambiente, a una dilución 

1:2000 en tampón T-TBS. La detección de la señal fue realizada mediante la utilización 

de quimioluminiscencia (ECL, Amersham®) en una cámara de revelado modelo Las-

3000 mini de la compañía Fujifilm®. 

 

 

3.5.8.- ANÁLISIS POR INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Todos los casos fueron tratados en bloques de parafina. Se cortaron secciones 

de 4μm de tejidos embebidos en parafina y fijados con formalin, se desparafinaron en 

xyleno y se rehidrataron en series graduales de etanol. La peroxidada endógena fue 

bloqueada con 3% de H2O2 durante 5 min. Los cortes fueron tratados con un epitopo 

inducido caliente e incubado con los anticuerpos monoclonales en una dilución 

variable para cada anticuerpo (tabla 7), y detectados usando el kit EnVision system-

HRP (Dako®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

 

El estudio inmunohistoquímico fue realizado por un solo patólogo. 

Dependiendo de que las células tumorales fueran teñidas y del porcentaje de tinción 

de las mismas se definió como inmunohistoquímica positiva o negativa según se indicó 

en los apartados 3.4.1.C, 3.4.1.E, 3.4.1.F y 3.4.1.G. 

 

Anticuerpo Casa Comercial Dilución Isotipo Tipo 

Anti-Carbonic Anhydrase IX antibody Abcam 1:1500 Ratón Monoclonal 

VHL BD Pharmingen 1:200 Ratón Monoclonal 

HIF1α Novus 1:200 Ratón Monoclonal 

VEGF Dako 1:400 Ratón Monoclonal 

 

Tabla 7.- Anticuerpos utilizados para la técnica de inmunohistoquímica. 
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3.6.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

3.6.1.-ANÁLISIS DESCRIPTIVO 

 

Para describir la distribución de cada variable como índices estadísticos, se 

calcularon porcentajes en el caso de variables cualitativas y medidas de tendencia 

central y dispersión para sintetizar la distribución de las variables cuantitativas, así 

como sus intervalos de confianza. Como índices complementarios, se consideró en 

estas últimas la asimetría de la distribución y el grado de apuntamiento respecto de la 

ley normal, con objeto de comprobar la idoneidad en la aplicación de posteriores test 

estadísticos que exigen la normalidad de la distribución de las variables. 

Los datos fueron sintetizados mediante la oportuna tabulación y representados 

gráficamente mediante diagramas de barras o polígonos de frecuencias en el caso de 

variables cuantitativas discretas. 

 

3.6.2.-ANÁLISIS BIVARIANTE  

 

Para estudiar la asociación o relación entre dos variables cualitativas se utilizó 

una prueba de independencia para comparar proporciones observadas en grupos 

independientes (i-cuadrado), verificándose las condiciones de aplicación (efectivos 

esperados no inferiores a 5, o no inferiores a 3 empleando corrección de Yates). 

Cuando no se cumplieron las condiciones de aplicación se empleó la prueba 

exacta de Fisher. 

En el caso de una variable cualitativa binaria y otra con más de dos categorías 

ordenadas, se aplicó la prueba de tendencia lineal de Mantel-Haenscel, con objeto de 

establecer una asociación lineal significativa. 
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Para estudiar la relación entre una variable cualitativa binaria y una 

cuantitativa, se utilizó la prueba “t” de comparación de medias en grupos 

independientes basada en la ley de Student-Fisher. La hipótesis de igualdad de 

varianzas se verificó con la prueba F basada en la ley de Snedecor, suponiendo en 

ambas pruebas que la variable cuantitativa seguía en la población una ley normal por 

tratarse de muestras consideradas grandes desde el punto de vista estadístico.  

Por último, se utilizaron pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney en 

grupos independientes) cuando la distribución de alguna de las variables presentaba 

marcadas anomalías (asimetría, etc.)  o al comparar grupos pequeños, cuando se 

vulneraban los supuestos de normalidad e igualdad de varianzas. 

En la comparación de medias en más de dos grupos independientes se utilizó el 

análisis de varianza y la prueba “H” de Kruskal-Wallis, empleando esta última cuando 

no se verificaban las condiciones de aplicación de la primera (homogeneidad de 

varianzas) o en el caso de variables con categorías ordenadas. 

 

3.6.3.-ANÁLISIS DE CONCORDANCIA 

 

Se realizó un análisis de concordancia para las técnicas de inmunohistoquímica 

y Western-Blot por separado considerando que la expresión de CA-IX es constante en 

los CCRCC, para obtener los acuerdos específicos positivo y negativo, así como el índice 

kappa que corrige los hallazgos coincidentes por el azar. De igual manera, se realizó el 

mismo estudio comparando ambas pruebas entre sí. También se realizó un estudio de 

sensibilidad y especificidad para ambas técnicas. 

3.6.4.-ANÁLISIS MULTIVARIANTE DE REGRESIÓN LOGÍSTICA 

 

Mediante el procedimiento “Logistic Regression” del sistema SPSS®, se 

construyó un modelo de regresión logística con la finalidad de analizar la relación entre 

las variables estudiadas y la existencia de metástasis o no en el momento del 

diagnóstico de los pacientes (variable dependiente), introduciendo variables de ajuste 

para controlar la confusión y comprobando la existencia de variables modificadoras de 
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efecto e interacciones. El objeto de dicho análisis fue estimar los coeficientes de 

regresión parcial que expresan el peso de las distintas variables independientes en la 

explicación de la variabilidad de la existencia de metástasis.  

La variable dependiente considerada es la existencia de metástasis (0: no 

metástasis; 1: si metástasis), y el resto de variables, en forma dicotómica y codificadas 

como 0 y 1, fueron las siguientes: 

• Edad (0: <60 años; 1:60 años ó más). 

• Sexo (0: varón; 1: mujer). 

• Grado nuclear de Fuhrman (0: grados 1 y 2; 1: grados 3 y 4). 

• Estadio pT (0: estadios pT1ab y pT2; 1: estadios pT3ab y pT4). 

• Expresión de HIF1α (0: no expresión; 1: si expresión). 

• Expresión de ERK5 (0: no expresión; 1: si expresión) 

• Expresión de VEGF (0: no expresión; 1: si expresión) 

• Alteración en VHL (:0 no alterado; 1: si alterado) 

 

Las variables se introdujeron secuencialmente en el modelo, como variables de 

control, a través del método de inclusión por pasos. Se incluyeron las variables con 

valores p≤ 0,05 en la prueba de razón de verosimilitud y fueron excluidas cuando p≥ 

0,10. 

 

Los criterios de convergencia utilizados comportaban detener el ciclo cuando el 

cambio en todos los parámetros estimados era inferior a 0,0001 o si la proporción de 

cambio de logaritmo de la función de verosimilitud era inferior a 0,0001. 

 

El ajuste del modelo se valoró mediante la comparación de valores predichos y 

observados (especificidad, sensibilidad y clasificaciones correctas). La exponencial de 

cada parámetro (OR) representó el factor por el cual se multiplicaba la odds de la 

respuesta estudiada al variar el valor de cada una de las variables consideradas. Dado 

que se trata de un estudio transversal, la OR representa odds de prevalencia. 
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4.1.- ANÁLISIS DESCRITIVO DE LA MUESTRA, VARIABLES SOCIODEMOGRÁFICAS Y  

CLÍNICAS 

 

4.1.1.- RECOGIDA DE LAS MUESTRAS  

 

Se recogieron muestras de tejido tumoral y de tejido renal sano procedentes de 

76 pacientes intervenidos por carcinoma de células renales. 

La cirugía realizada mayoritariamente consistió en nefrectomía radical por vía 

lumbar en 30 casos (39,5%), por vía abdominal en 13 (17,1%), en 21 casos (27,6%) por 

vía laparoscópica y en 12 (15,8%) se practicó nefrectomía parcial, de los que en 9 la 

indicación fue electiva y en 3 se llevó a cabo por ser el paciente  monorreno. En todas 

las cirugías la muestra se extrajo con un margen de parénquima renal sano, lo que 

permitió extraer tejido para el estudio.  

De los 76 pacientes que componen el estudio, a 14 (21,1%) se les realizó algún 

tratamiento posterior a la cirugía: radioterapia a 3 (21,4%), quimioterapia a 8 (57,2%) y 

cirugía paliativa de metástasis en el momento del diagnóstico a 3 (21,4%). 

 

4.1.2.- EDAD 

 

La edad media de los pacientes en el momento de la realización de la cirugía 

fue de 64,1 años (DE: 12,4; Intervalo de confianza – I.C. 95%: 61,3 – 67,0) con un rango 

de edad entre 31,8 a 83,9 años.  

La mediana de edad fue de 66,2 años. La muestra presentó una morfología 

asimétrica, aunque no difirió significativamente de la distribución normal según la 

prueba de Kolgomorov-Smirnov (Z: 0,952; p: n.s.).  Véase figura 9. 
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Figura 9. Edad de los pacientes. 

 

4.1.3. - SEXO 

 

La muestra estaba formada por 52 hombres (68,4%) y 24 mujeres (31,6%). No 

hubo diferencias estadísticamente significativas entre edad y sexo.  

 

4.1.4. - LATERALIDAD, LOCALIZACIÓN Y CLÍNICA 

 

Las características de localización, lateralidad y clínica de los tumores renales se 

reflejan en la tabla 8. 

 

La lateralidad de los tumores se distribuyó prácticamente por igual en un riñón 

que en otro. El riñón izquierdo fue el afectado en 39 pacientes (51,3%) y el derecho en 

37 (48,7%). 
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En lo que se refiere a la localización topográfica dentro del riñón, la más 

frecuente fue la mesorrenal, que ocurrió en 42 casos (55,3%), en el polo renal superior 

en 20 casos (26,3%) y en el inferior en 14 casos (18,4%). 

El motivo más frecuente por el que se diagnosticaron los pacientes con tumor 

renal fue su hallazgo incidental al realizar una prueba de imagen por otro motivo, lo 

que ocurrió en 44 pacientes (57,9%). En el resto de casos, los pacientes consultaron 

por otras causas como hematuria, dolor u otras manifestaciones. 

 

    

 
Frecuencia 

 
Porcentaje (%) 

 

Lateralidad Derecho 37 48,7 

  Izquierdo 39 51,3 

  Mesorrenal 42 55,3 

Localización Polo superior 20 26,3 

  Polo inferior 14 18,4 

  Hematuria 12 15,8 

Clínica Dolor 7 9,2 

  Incidental 44 57,9 

  Otros 13 17,1 

 

Tabla 8. Lateralidad, localización y clínica. 

 

 

 

4.1.5.- HISTOLOGÍA 

 

En el estudio anatomopatológico de los especímenes quirúrgicos se determinó 

que el carcinoma renal de células claras fue la variante histológica más frecuente ya 

que se presentó en 50 casos (65,8%), seguido del subtipo cromófobo en 13 casos 

(17,1%). Además se encontraron 9 oncocitomas (11,8%), 3 casos de carcinoma papilar 

(3,9%) y uno de ductos de Bellini (1,3%). En la figura 10 se muestra la distribución de 

frecuencia de los tumores estudiados. 
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Figura 10. Frecuencia de diagnóstico de los diferentes subtipos de CCR. 

 

 

4.1.6.- GRADO DE FUHRMAN 

 

El grado nuclear de Fuhrman más frecuentemente hallado fue el 2, que se 

encontró en 27 casos (40,3%), seguido del grado 3 en 23 casos (34,3%), grado 4 con 13 

casos (19,4%) y siendo el grado 1 el menos frecuente con 4 casos (6%). Hubo 9 casos 

(oncocitomas) que no tuvieron catalogación del grado nuclear. 

 

4.1.7- CLASIFICACIÓN TNM 

 

4.1.7.A.- TUMOR PRIMARIO (pT)  

 

Conforme a la clasificación TNM,(19) la frecuencia de estadios para el tumor 

primario se distribuyó según se muestra en la tabla 9, correspondiendo al estadio pT1b 

la forma de presentación más frecuente (34,2%) y al estadio pT3b la menos frecuente 

con 7 casos. 
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    Frecuencia % 

 
 
 

Estadio pT 
 
 
 

pT1a 16 21,1 

pT1b 26 34,2 

pT2 16 21,1 

pT3a 11 14,5 

pT3b 7 9,2 

TOTAL 76 100 

 
Estadio pN 

 

pNx 70 92,1 

pN0 6 7,9 

TOTAL 76 100 

 
Estadio pM 

 
 

pMx 20 26,3 

pM0 35 46,1 

pM1 21 27,6 

TOTAL 76 100 

 
 

Estadio TNM 
 
 

I 39 51,3 

II 13 17,1 

III 3 3,9 

IV 21 27,6 

TOTAL 76 100 

 

Tabla 9.-Frecuencia y porcentaje de estadios pT, pN, pM y TNM. 

 

 

4.1.7.B.- GANGLIOS LINFÁTICOS REGIONALES (pN)  

 

De los 76 casos analizados, solo se realizó linfadenectomía a 6 de ellos (7,9%) y 

al evaluarse la afectación tumoral los seis fueron negativos (pN0). El resto de los casos 

fueron clasificados como pNx, es decir, no fue posible la evaluación de los ganglios 

linfáticos regionales. (Tabla 9) 

 

3.1.7.C.- METÁSTASIS A DISTANCIA (pM)  

 

Presentaron metástasis a distancia en el momento del diagnóstico 21 casos 

(27,6%). En 20 casos no fue posible la valoración de la presencia o ausencia de 

metástasis. En el resto (46,1%) no se hallaron metástasis. En estos 21 pacientes se 
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detectaron un total de 26 metástasis (4 de 21 pacientes presentaron más de 2 

metástasis en el momento del diagnóstico), véase tabla 9. De las 26 metástasis, 11 

fueron pulmonares, 6 hepáticas y 2 suprarrenales. Las 7 restantes se repartieron por 

igual en otras localizaciones. 

 

 

3.1.7.D.- AGRUPACIÓN POR ESTADIOS 

 

Con respecto al estadio TNM, el estadio I fue el más frecuente con 39 casos de 

los 76 (51,3%), seguido del IV con 21 (27,6%), encontrándose 13 casos en el estadio II 

(17,1%)  y solamente 3 casos en el estadio III (3,9%) como se muestra en la tabla 9. 

 

 

 

4.2.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA CA-IX 

 

Al inicio del estudio, se decidió comenzar analizando la expresión de CA-IX en 

las muestras de los 76 pacientes, ya que, al ser dicha proteína diana directa de HIF-1α, 

podría dar una idea de posibles alteraciones en la ruta a estudiar.  

Dicha expresión se estudió mediante dos técnicas: inmunohistoquímica y 

western blot. Todos los tumores de CCRCC, ya sea por una técnica u otra fueron 

positivos para CA-IX, tal y como se refleja en la tabla 10. Mediante la técnica de 

inmunohistoquímica, 51 muestras tumorales (67,1%) presentaron positividad para 

dicha proteína, mientras que cuando la expresión de CA-IX fue valorada mediante la 

técnica de western blot, fueron 48 (63,2%). Considerando dicha expresión en los 

tumores atendiendo a que éstos fueran de células claras (CCRCC) o no (CCRNCC) (tabla 

11), se observó un grado de significación estadística p<0,005 para ambas pruebas (IHQ 

y WB). En ninguna de las muestras de tejido renal normal se detectó sobreexpresión 

de la proteína CA-IX por ninguna de las dos técnicas y únicamente un caso de CCRCC 

expresó CA-IX por inmunohistoquímica. 
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Tabla 10. Relación entre las técnicas de western Blot e inmunohistoquímica. 

 

 

 

 

La figura 11 muestra las imágenes de inmunohistoquímica para CA-IX, con su 

referencia de expresión detectada mediante Western-Blot según su histología tumoral. 

Se puede observar cómo la expresión apareció sólo en tumores de células claras y en 

el inclasificable, tanto por inmunohistoquímica como por western blot. Tomando como 

referencia la tubulina, la expresión es mayor en el CCRCC y, por inmunohistoquímica, 

se ven zonas teñidas intensamente pero no en toda la extensión de la preparación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HISTOPATOLOGÍA 

CCRCC 

N(%) 

CCRNCC 

N(%) 
Total 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

Negativo 0 (0) 25 (96,2) 25 (32,9) 

Positivo 50 (100) 1 (3,8) 51 (67,1) 

Total 50 (100) 26 (100) 76 (100) 

WESTERN-BLOT 

Negativo 2 (4) 26 (100) 28 (36,8) 

Positivo 48 (96) 0 (0) 48 (63,2) 

Total 50 (100) 26 (100) 76 (100) 
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Figura 11. Inmunohistoquímica de CA-IX en el tejido tumoral y western blot de CA-IX en 

tejido tumoral y parénquima renal sano en diferentes subtipos histológicos de CCR: a) 

Carcinoma renal de célula clara; b) Cromófobo; c) Papilar; d) inclasificado con 

componente de célula clara. 

 

 

 

 

Al comparar ambas técnicas, como se puede observar en la tabla 11, hubo 3 

casos que por western blot no expresaban la proteína pero sí por inmunohistoquímica. 

Se realizó un estudio de concordancia entre ambas técnicas, mediante el índice 

kappa y los acuerdos específicos. Los resultados se muestran en la tabla 12. Estos 

datos fueron obtenidos comparando la inmunohistoquímica o el western blot con los 

resultados histológicos (CCRCC vs CCRNCC) y cuando se compararon ambas técnicas 

entre sí pudimos observar altos índices de concordancia para el diagnóstico de 

tumores de células claras y también un alto índice de concordancia entra ambas 

técnicas. 
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 CA-IX IHQ   

 No expresa (negativo) Expresa (positivo) Total 

 

 

 CA-IX WB 

Negativo Frecuencia 25 3 28 

% 100 5,9 36,8 

Positivo Frecuencia 0 48 48 

% 0 94,1 63,2 

   Total   Frecuencia 25 51 76 

% 100 100 100 

 

Tablas 11. Comparativa entre western blot e inmunohistoquímica 

 

 

 
Acuerdo 

específico 
negativo 

Acuerdo 
específico 
positivo 

Acuerdo 
global 

Índice 
kappa 

p 

IHQ 
98% 

(89,5% a 99,9%) 

99,% 

(94,6% a 100%) 

98,7% 

(92,9% a 100%) 

1 

(0,9 a 1) 
<0,005 

WB 
96,3% 

(87,2% a 99,5%) 

98% 

(92,8% a 99,7%) 

97,4% 

(90,8% a 99,7%) 

0,9 

(0,9 a 1) 
<0,005 

IHQ-

WB 

94,3% 

(84,3% a 98,8%) 

97% 

(91,4% a 99,4%) 

96% 

(88,9% a 99,2%) 

0,9 

(0,8 a 1) 
<0,005 

 

Tablas 12. Estudio de concordancia mediante el índice kappa y los acuerdos 
específicos. 

 

 

Según el porcentaje de positivos y negativos para ambas pruebas dependiendo 

de que el tumor fuera o no de células claras, la técnica de western blot presenta una 

sensibilidad del 96% y una especificidad del 100% mientras que para la 

inmunohistoquímica la sensibilidad fue del 100% y la especificidad del 96,1%. 

Como se muestra en la tabla 13 al valorar la relación de la expresión de la 

proteína CA-IX con los parámetros clinicopatológicos, los tumores con clínica (no 

incidentales) presentaron con mayor frecuencia expresión de CA-IX (p=0,007). 
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Clínica 

  Hematuria Dolor Incidental Otros Total 

  

Negativo 

Frec. 5 0 22 1 28 

  %  41,7 0 50 7,7 36,8 

CA-XI 

Positivo 

Frec. 7 7 22 12 48 

WB %  58,3 100 50 92,3 63,2 

  

Total 

Frec. 12 7 44 13 76 

  %  100 100 100 100 100 

Tabla 13.Relación de la expresión de CA-IX con la clínica. 

No se encontró relación estadísticamente significativa entre la expresión de CA-

IX y el grado de Fuhrman. Tampoco la hubo con respecto al estadio pT. Sí se comprobó 

que en estadios más altos así como en presencia de metástasis había un mayor 

porcentaje de casos que expresaban la proteína CA-IX (Tabla 14). 

 

  

CA-IX WB 
  

    

Negativo 
 

Positivo 
 

TOTAL 
   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

 
 

Grado de 
Fuhrman 

 
 

Grado 1 0 0 4 100 4 100 

n.s. 
 
 

Grado 2 7 25,9 20 74,1 27 100 

Grado 3 9 39,1 14 60,9 23 100 

Grado 4 3 23,1 10 76,9 13 100 

TOTAL 19 28,4 48 71,6 67 100 

 
 
 

Estadio pT 
 
 
 

pT1a 7 43,8 9 56,3 16 100 

 
 

n.s. 
 
 
 

pT1b 14 53,8 12 46,2 26 100 

pT2 3 18,8 13 81,3 16 100 

pT3a 3 27,3 8 72,7 11 100 

pT3b 1 14,3 6 85,7 7 100 

TOTAL 28 36,8 48 63,2 76 100 

Estadio 
pM 

 
 

pMx 7 35 13 65 20 100 
 

0,02 
 
 

pM0 18 51,4 17 48,6 35 100 

pM1 3 14,3 18 85,7 21 100 

TOTAL 28 36,8 48 63,2 76 100 

 
 

Estadio 
TNM 

 
 

I 21 53,8 18 46,2 39 100 

 
 

0,015 
 
 

II 3 23,1 10 76,9 13 100 

III 1 33,3 2 66,7 3 100 

IV 3 14,3 18 85,7 21 100 

TOTAL 28 36,8 48 63,2 76 100 

Tabla 14. Relación de la expresión de CA-IX con los parámetros patológicos. 
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4.3.- ANÁLISIS GENÉTICO DE VHL 

 

4.3.1- MUTACIONES DEL GEN VHL 

 

El estudio de las mutaciones del gen VHL se realizó únicamente en las muestras 

de CCRCC.  Esto se decidió tras analizar los resultados de los Western blot de CA-IX al 

comprobar que su expresión era exclusiva de este tipo de tumor. Se dio por hecho que 

el estatus de VHL en el resto de subtipos tumorales es correcto ya que al no haber 

expresión de CA-IX, VHL debería estar desarrollando correctamente su función de 

degradar a HIF-1α y de ahí la ausencia de expresión de CA-IX. Por lo que el estudio del 

estatus del gen VHL en este tipo de muestras se vio innecesario.  

 

Se analizaron y procesaron 50 muestras de tejido tumoral de pacientes con 

CCRCC, detectándose un total de 13 mutaciones en el gen VHL, suponiendo un 

porcentaje del 26%.  

 

En primer lugar se relacionó la presencia de mutación con los datos clínicos de 

los pacientes, no viéndose relación estadísticamente significativa con parámetros 

como sexo, clínica,  ni localización; pero sí con lateralidad, encontrando en el riñón 

derecho un mayor número de mutaciones (tabla 15). 
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MUTACIÓN EN VHL 
  

    

NO 
  

SI 
  

TOTAL 
    

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

Sexo 
 
 

Varón 26 76,5 8 23,5 34 100 

n.s. 
 

Mujer 11 68,8 5 31,3 16 100 

TOTAL 37 74 13 26 50 100 

Lateralidad 
 
 

Derecho 14 58,3 10 41,7 24 100 

 
0,015 

 

Izquierdo 23 88,5 3 11,5 26 100 

TOTAL 37 74 13 26 50 100 

Localización 
 
 
 

Mesorrenal 24 75 8 25 32 100 

 
n.s. 

 
 

Polo superior 8 88,9 1 11,1 9 100 

Polo inferior 5 55,6 4 44,4 9 100 

TOTAL 37 74 13 26 50 100 

Clínica 
 
 
 
 

Hematuria 6 85,7 1 14,3 7 100 

 
n.s. 

 
 
 

Dolor 6 85,7 1 14,3 7 100 

Incidental 16 66,7 8 33,3 24 100 

Otros 9 75 3 25 12 100 

TOTAL 37 74 13 26 50 100 

 

Tabla 15. Relación entre la presencia de mutación y los datos clínicos. 

 

 

 

 

 

Con respecto al grado de Fuhrman, se encontraron mutaciones en todos los 

grados, aunque con mayor frecuencia en los grados 1 y 2, que en el resto de grados (p= 

0,036). Tampoco se observó que la existencia de mutación se correlacionara con 

estadio pT, pN, pM ni TNM (Tabla 16). 
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MUTACIÓN EN VHL 
 

    
NO 

  
SI 
  

TOTAL 
    

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

  Grado1 1 25 3 75 4 100 

  
0,036  

  
  

Grado Grado2 14 66,7 7 33,3 21 100 

 de Grado3 13 92,9 1 7,1 14 100 

 Fuhrman Grado4 9 81,8 2 18,2 11 100 

  TOTAL 37 74 13 26 50 100 

  pT1a 7 77,8 2 22,2 9 100 

  
n.s.  

  
  
  

  pT1b 8 61,5 5 38,5 13 100 

Estadio pT pT2 11 84,6 2 15,4 13 100 

  pT3a 5 62,5 3 37,5 8 100 

  pT3b 6 85,7 1 14,3 7 100 

  TOTAL 37 74 13 26 50 100 

  pNx 31 70,5 13 29,5 44 100 

n.s.  
  

Estadio pN pN0 6 100 0 0 6 100 

  TOTAL 37 74 13 26 50 100 

  pMx 10 71,4 4 28,6 14 100 

  
n.s.  

  

Estadio 
pM 

 
pM0 12 70,6 5 29,4 17 100 

  pM1 15 78,9 4 21,1 19 100 

  TOTAL 37 74 13 26 50 100 

  I 13 68,4 6 31,6 19 100 

  
n.s.  

  
  

  II 9 90 1 10 10 100 
Estadio 

TNM III 0 0 2 100 2 100 

  IV 15 78,9 4 21,1 19 100 

  TOTAL 37 74 13 26 50 100 

 

Tabla 16. Relación entre la presencia de mutación y los parámetros patológicos. 

 

 

4.3.1.A.- CARACTERIZACIÓN MOLECULAR. ANÁLISIS DE LAS MUTACIONES SEGÚN SU 

LOCALIZACIÓN GENÓMICA 

Se encontraron un total de 13 mutaciones repartidas en 13 pacientes. Al 

analizar las mutaciones según su localización dentro del gen se halló, como se muestra 

en la tabla 17, un mayor número de mutaciones en el exón 1 con 7 mutaciones 

(53,8%). 
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Localización Frecuencia Porcentaje 

Exon 1 7 53,8 

Exon 2 3 23,1 

Exon 3 2 15,4 

Intrónica 1 7,7 

Tabla 17. Localización de las mutaciones. 

 

 

Se analizó la relación de la localización exónica de las mutaciones con los 

parámetros clínicos y no se observó relación estadísticamente significativa con 

ninguno de ellos. 

 

4.3.1.B.- TIPO DE MUTACIÓN  

 

Se hallaron tres tipos distintos de mutaciones: puntual (cambio de base), 

deleción e inserción, todas ellas en heterocigosis.  

La mutación observada con más frecuencia fue la deleción, apareciendo en 5 

casos (38,5%). El tipo de mutación no correlacionó de manera estadísticamente 

significativa con ningún otro parámetro.  

 

Mutación puntual: 

 

Las mutaciones puntuales aparecieron en 4 ocasiones (30,8%). Todas ellas 

fueron transversiones. Tres de ellas se encontraron en el exón 1 y una en la región 

intrónica cerca de la región de splicing del exón 2 en la posición +4. En la tabla 18 se 

muestran los tipos de mutaciones puntuales encontradas y su localización, y en la 

figura 12 podemos observar las secuencias de núcleotidos de dos muestras, una de 

ellas es portadora de una mutación puntual en heterocigosis, por ello se observa la 

presencia de un doble pico donde indica la flecha. 
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Localización Tipo Cambio de codón 

Exon 1 CxT CGG x TGG 

Intrónica CxA  

Exon 1 GxT AAG x AAT 

Exon 1 AxG TAG x TGG 

 

Tabla 18. Tipos de mutaciones encontradas, cambio que originan en el codón en el que 

se encuentran y su localización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Se muestran dos secuencias de muestras de ADN control (parte superior) y 

mutado (parte inferior) de pacientes diagnosticados de CCRCC. En la secuencia mutada 

podemos observar un cambio de base (G por T) en la región central de la misma. 

También se muestra el cambio que dicha mutación genera. 
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Deleción: 

 

La deleción fue el tipo de mutación más frecuente encontrándose en cinco 

ocasiones (38,5%). En la tabla 19 se describen el tipo de deleciones encontradas. 

En la figura 13 encontramos las secuencias de nucleótidos de dos muestras, una 

silvestre y otra portadora de una deleción (en el lugar donde se comienza a ver dobles 

picos). En la muestra mutada se puede observar la superposición de picos de manera 

que la pauta de lectura cambia, alterando la secuencia de aminoácidos de la proteína.  

Si una deleción es múltiplo de tres (número de nucleótidos que conforman un 

codón) y corresponde al inicio del codón, se producirá la pérdida de tantos 

aminoácidos como nucleótidos perdidos dividido por tres. Si la pérdida de nucleótidos 

no es múltiplo de tres, cambia por completo la pauta de lectura originándose en la 

transcripción una consiguiente proteína truncada.  

 

 

 

Localización Codón 

Numero de 
pares de bases 
delecionadas 

Bases 
delecionadas 

Cambio de 
codón 

Exon 2 136 (-1) (-A) CCT x CCA 

Exon 1 54 (-11)   

Exon 1 62 (-2) (-TG) GCT x GTG 

Exon 3 176 (-3) (-AGG) (-AGG) 

Exon 1 107 (-1) (-C) GCC x CGC 

 

Tabla 19. Diferentes deleciones encontradas, localización y efecto de cambio sobre el 

codón. 
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Figura 13.  Secuencias de muestras de ADN control (parte superior) y mutado (parte 

inferior) de pacientes diagnosticados de CCRCC. En la secuencia mutada podemos 

observar una deleción de una adenina con la aparición de dobles picos a partir de la 

mutación. También se muestra el cambio que dicha mutación genera. 

 

Inserción:  

Se encontraron 4 inserciones todas ellas de una base.  Dos de las inserciones 

fueron halladas en el codón 2, el resto se muestra en la tabla 20. 

Localización Codón 

Numero de pares 
de bases 

insertadas Bases insertadas Cambio de codón 

Exon 2 137 (+1) (+T) TGT x GTG 

Exon 1 112 (+1) (+A) TAA x TAC 

Exon 2 128 (+1) (+ C) GCT x CCT 

Exon 3 175 (+1) (+T) TTA x TAC 

Tabla 20. Inserciones encontradas, localización y efecto de cambio sobre el codón. 
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En la figura 14 encontramos un patrón de superposición de picos similar al de 

las deleciones, pero en este caso es porque la muestra es portadora de una inserción, 

en este caso ocurre la adición de nucleótidos que alterarán de una manera u otra el 

marco de lectura según el número de bases insertadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Secuencias de muestras de ADN control (parte superior) y mutado (parte 

inferior) de pacientes diagnosticados de CCRCC. En la secuencia mutada podemos 

observar una inserción de una Timina. También se muestra el cambio que dicha 

mutación genera. 

 

 

 

 

 



RESULTADOS 4 

 

 
77 

 

 

 

Para concluir el estudio mutacional de VHL, en la tabla 21, se muestra un 

resumen con todas las mutaciones encontradas, sus características y el cambio que 

generan. 

 

Mutaciones 

Localización Codón Tipo 
Cambio 

de codón 
Cambio 
de aa. 

Grado de 
Fuhrman pT pN pM TNM 

Exon 2 136 Deleción (-1) (-A) CCT x CCA 
Pro x 
Pro 3 pT1b pNx pMx I 

Exon 1 88 Puntual (CxT) CGG x TGG 
Arg x 
Trp 1 pT1b pNx pMx I 

Exon 2 137 Inserción (+1) (+T) TGT x GTG Cys x Val 2 pT2 pNx pM0 II 

Exon 1 112 Inserción (+1) (+A) TAA x TAC 
STOP x 

Tyr 2 pT3a pNx pM1 IV 

Intrónica  Puntual (CxA)   4 pT3b pNx pM1 IV 

Exon 2 128 Inserción (+1) (+ C) GCT x CCT 
Ala x 
Leu 2 pT1b pNx pM0 I 

Exon 3 175 Inserción (+1) (+T) TTA x TAC 
Leu x 
Tyr 1 pT1a pNx pM0 I 

Exon 1 78 Puntual (GxT) AAG x AAT 
Lys x 
Asn 2 pT1b pNx pM0 I 

Exon 1 54 Deleción (-11) Del -11  4 pT1b pNx pM1 IV 

Exon 1 62 Deleción  (-2) (-TG) GCT x GTG Ala x Val 1 pT3a pNx pMx III 

Exon 3 176 Deleción (-3) (-AGG) 
Del -3       
(-AGG)  2 pT3a pNx pMx III 

Exon 1 107 Deleción (-1) (del -C) GCC x CGC Ala x Arg 2 pT1a pNx pM0 I 

Exon 1 88 Puntual (AxG) TAG x TGG 
STOP x 

Tryp 2 pT2 pNx pM1 IV 

 

Tabla 21. Resumen del estudio mutacional de VHL. 
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4.3.2.- METILACIÓN VHL 

 

 

Se analizó el patrón de metilación del promotor del genVHL en 46 pacientes 

diagnosticados de CCRCC. De esos 46 pacientes analizados se encontraron 9 pacientes 

(19,6%) con hipermetilación en el promotor del gen VHL. En la figura 15 se muestra el 

patrón de metilación de los diferentes sitios CpG estudiados en los pacientes y en las 

dos líneas celulares utilizadas como control. 

 

 

 

Figura 15. Se muestra el patrón de metilación de los tumores analizados y de las dos 

líneas celulares tomadas como control (eje x) en 26 sitios CpGs (eje y). La tonalidad 

amarilla corresponde a un mayor porcentaje de metilación con un máximo de 51% 

metilado y las tonalidades azuladas a un porcentaje menor. 
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Se correlacionó el estado de metilación del promotor del gen VHL con los 

diferentes parámetros clínicos no encontrándose relación significativa con ninguno de 

ellos, salvo con la clínica, ya que apareció hipermetilación en mayor porcentaje en los 

tumores que presentaron síntomas (Tabla 22). 

 

  

Metilación VHL 
  
  

  
   

VHL 
Hipermetilado 

 

No 
hipermetilado 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

Sexo 
 
 

Varón 5 16,1 26 83,9 31 100 

n.s. 
 
 

Mujer 4 26,7 11 73,3 15 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

lateralidad 
 
 

Derecho 5 20,8 19 79,2 24 100 

n.s. 
 
 

Izquierdo 4 18,2 18 81,8 22 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

Localización 
 
 
 

Mesorrenal 7 23,3 23 76,7 30 100 

n.s. 
 
 
 

Polo superior 1 12,5 7 87,5 8 100 

Polo inferior 1 12,5 7 87,5 8 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

Clínica 
 
 
 
 

Hematuria 0 0 7 100 7 100 

 
0,008 

 
 
 

Dolor 1 16,7 5 83,3 6 100 

Incidental 2 9,1 20 90,9 22 100 

Otros 6 54,5 5 45,5 11 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

 

Tabla 22. Relación entre el estado de metilación y los datos clínicos. 

 

 

Con respecto a la presencia de metástasis a distancia, los resultados no fueron 

estadísticamente significativos, pero si se observó una tendencia lineal en la que la 

metástasis a distancia se produjo en mayor proporción en casos con hipermetilación 

del gen VHL (Tabla 23). 
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Metilación VHL 
  
  

    

VHL 
Hipermetilado 

 

No 
hipermetilado 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

Grado 
de 

Fuhrman 
 
 

Grado1 0 0 4 100 4 100 

n.s.  
  
  
  

 

Grado2 1 5 19 95 20 100 

Grado3 5 35,7 9 64,3 14 100 

Grado4 3 37,5 5 62,5 8 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

Estadio pT 
 
 
 
 
 

pT1a 1 11,1 8 88,9 9 100 

  
n.s.  

  
  
  
 

pT1b 2 18,2 9 81,8 11 100 

pT2 1 7,7 12 92,3 13 100 

pT3a 2 28,6 5 71,4 7 100 

pT3b 3 50 3 50 6 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

Estadio pN 
 
 

pNx 8 20 32 80 40 100 
  

n.s.  
 

pN0 1 16,7 5 83,3 6 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

Estadio pM 
 
 
 

pMx 0 0 13 100 13 100 

  
n.s.  

  
 

pM0 3 18,8 13 81,3 16 100 

pM1 6 35,3 11 64,7 17 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

Estadio TNM 
 
 
 
 

I 2 11,8 15 88,2 17 100 

  
n.s.  

  
  
 

II 1 10 9 90 10 100 

III 0 0 2 100 2 100 

IV 6 35,3 11 64,7 17 100 

TOTAL 9 19,6 37 80,4 46 100 

 

Tabla 23. Relación entre el estado de metilación de VHL y los parámetros patológicos. 

 

 

Presentaron el gen VHL mutado y/o hipermetilado 20 de 40 pacientes (50%), el 

resto no presentaron ninguna alteración. Tampoco hubo relación de la presencia de 

alteración en el gen VHL ya sea por mutación y/o metilación con los parámetros 

patológicos. (Tabla 24) 
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VHL 

    

 
VHL mutado y/o 

hipermetilado 
 

VHL sin 
alteraciones 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

Clínica 
 
 
 

Hematuria 1 5,3 6 22,2 7 100 

 
n.s. 

 
 

Dolor 2 10,5 4 14,8 6 100 

Incidental 8 42,1 14 51,8 22 100 

Otros 8 42,1 3 11,1 11 100 

Grado de 
Fuhrman 

 
 
 

Grado1 3 15,7 1 3,7 4 100 

 
n.s. 

 
 

Grado2 6 31,6 14 51,8 20 100 

Grado3 6 31,6 8 29,6 14 100 

Grado4 4 21 4 14,8 8 100 

Metástasis 
 

No 6 43,8 10 55 16 100 
n.s. 

 Si 9 56,2 8 44,4 17 100 

Estadio TNM 
 

I-II 8 45,8 19 70,4 27 100 
n.s. 

 III-IV 11 57,9 8 29,6 19 100 

 

Tabla 24.- Relación entre las alteraciones del gen VHL (mutado, hipermetilado o 

ambas) y diferentes parámetros patológicos. 

 

 

 

4.3.3.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE VHL MEDIANTE INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Se realizó el análisis mediante la técnica de inmunohistoquímica a los 50 casos 

de carcinoma renal de células claras. Como se muestra en la tabla 25 se observó 

expresión de VHL en más de un 50% de las células observadas, por lo que la mayor 

parte de los casos fueron positivos, y en cuanto al lugar de expresión fue en la 

membrana dónde se observó la expresión de la proteína en más de un 50% de los 

casos (27 casos en membrana y 8 casos donde se expresaba tanto en membrana como 

en citoplasma). 
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VHL IHQ 

Negativo 

<10% 

células 

10-50% 

células >50% células 

8 10 13 19 

Lugar de expresión de VHL 

Negativo Membrana Citoplasma 

Membrana y 

citoplasma 

8 27 7 8 

 

Tabla 25.- Inmunohistoquímica de VHL y número de casos encontrados según el lugar 

de expresión. 

 

 

Se relacionó la presencia de mutación de VHL con los resultados obtenidos por 

medio de inmunohistoquímica de la proteína VHL encontrándose un mayor porcentaje 

de mutaciones en casos con mayor expresión de VHL (37,5% vs 5,6%), los datos se 

reflejan en la tabla 26. En la figura 16 se muestra una imagen representativa de los 

diferentes resultados que se encontraron en la inmunohistoquímica. 

 

   

VHL IHQ 
  

      Negativo o bajo Moderado o alto Total P 

 
Mutación en vhl 

 
  

NO 
  

Frecuencia 17 20 37 

  
 0,013 

  

  

  
 

% 94,4 62,5 74 

SI 
  

Frecuencia 1 12 13 

% 5,6 37,5 26 

TOTAL 
  

Frecuencia 18 32 50 

% 100 100 100 

       

 
Tabla 26. Relación entre la presencia de mutación y la expresión  de VHL por 

inmunohistoquímica. 
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Figura 16. Expresión de VHL por inmunohistoquímica. A: Positivo en membrana; B: 

Positivo en citoplasma; C: Membrana y citoplasma; D: Negativo 

 

También se halló relación estadísticamente significativa (p=0,001) en cuanto a 

la expresión de VHL  con el grado de Fuhrman, observándose que los casos que poseen 

expresión negativa de VHL correspondían a Fuhrman más altos (14,30% de grado 3 y 

54,50% de grado 4). Tabla 27. 

 

 
Grado de Fuhrman 

 

      Grado1 Grado2 Grado3 Grado4 Total P 

VHL IHQ 
 
 

  
  
  

Negativo 
  

Frec. 0 0 2 6 8 

  
0,001 

 
  
  

 

% 0 0 14,3 54,5 16 

Expresión (baja, 
moderada o alta) 
  

Frec. 4 21 12 5 42 

% 100 100 85,7 45,5 84 

TOTAL 
  

Frec. 4 21 14 11 50 

% 100 100 100 100 100 

Tabla 27. Relación entre el grado de Fuhrman y la expresión de VHL por 

inmunohistoquímica.  
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4.4.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA HIF-1α. 

 

Se realizó el análisis de la expresión  de HIF-1α  por inmunohistoquímica en 

tejido tumoral los 47 casos de carcinoma renal de célula clara. En la figura 17 se puede 

observar una imagen representativa de las distintas intensidades de expresión de HIF-

1α  en las que se clasificó el estudio. 

 

 

Figura 17. Expresión de HIF-1α  por inmunohistoquímica. A: Intenso (+3); B: Moderado 

(+2); C: Leve (+1); D: Negativo 

 

 

La gran mayoría de los casos, 42 (89,4 %), fueron positivos para HIF-1α .  
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La expresión de HIF-1α  no correlacionó de forma estadísticamente significativa 

con el sexo, clínica, localización, lateralidad, en definitiva con ninguna de las variables 

clínicas, tal y como puede observarse en la tabla 28. 

 
  
  

HIF-1α  IHQ 
  
  

    

 
Negativo 

 
<10% células 

 

10-50% 
células 

 
>50% células 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % P 

Sexo 
 
 

Varón 3 60 7 77,8 4 50 17 68 31 66 

  
n.s. 

 

Mujer 2 40 2 22,2 4 50 8 32 16 34 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

 
Lateralidad 

 

Derecho 2 40 5 55,6 3 37,5 14 56 24 51,1 

  
n.s.  
 

Izquierdo 3 60 4 44,4 5 62,5 11 44 23 48,9 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

 
Localización 

 
 

Mesorrenal 4 80 7 77,8 5 62,5 14 56 30 63,8 

  
n.s.  
  
 

Polo superior 1 20 1 11,1 1 12,5 5 20 8 17 

Polo inferior 0 0 1 11,1 2 25 6 24 9 19,1 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

 
 

Clínica 
 
 

Hematuria 1 20 1 11,1 1 12,5 4 16 7 14,9 

  
n.s.  
  
  

 

Dolor 1 20 1 11,1 2 25 2 8 6 14,8 

Incidental 1 20 3 33,3 3 37,5 16 64 23 48,9 

Otros 2 40 4 44,4 2 25 3 12 11 23,4 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

 

Tabla 28. Relación entre la expresión de HIF-1α mediante inmunohistoquímica y los 

parámetros clínicos. 

 

 

Como se muestra en la tabla 29, al relacionar la expresión de HIF-1α  con el 

grado nuclear de Fuhrman se observó que todos los casos cuya expresión era negativa 

correspondían a grados más altos ya que los únicos 5 casos negativos correspondían a 

grados 3 y 4. 
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HIF-1α  IHQ 
  

    

 
Negativo 

 

<10% 
células 

 

10-50% 
células 

 

>50% 
células 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % Frec. % P 

Grado 
de 

Fuhrman 

Grados 1 y 2 0 0 3 33,3 4 50 18 72 25 53,2 

0,014 
 

Grados 3 y 4 5 100 6 66,7 4 50 7 28 22 46,8 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 
 
 
 

Estadio 
pT 

 
 

pT1a 0 0 1 11,1 2 25 6 24 9 19,1 
 
 

n.s. 
 
 
 

pT1b 1 20 2 22,2 1 12,5 8 32 12 25,5 

pT2 3 60 3 33,3 1 12,5 6 24 13 27,7 

pT3a 0 0 1 11,1 2 25 4 16 7 14,9 

pT3b 1 20 2 22,2 2 25 1 4 6 12,8 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

Estadio 
pN 

 

pNx 4 80 7 77,8 8 100 22 88 41 87,2  
n.s. 

 

pN0 1 20 2 22,2 0 0 3 12 6 12,8 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

 
Estadio 

pM 
 

pMx 1 20 1 11,1 2 25 9 36 13 27,7 
 

n.s. 
 
 

pM0 1 20 3 33,3 2 25 11 44 17 36,2 

pM1 3 60 5 55,6 4 50 5 20 17 36,2 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 
 

Estadio 
TNM 

 
 
 

I 0 0 2 22,2 3 37,5 13 52 18 38,3 
 

n.s. 
 
 
 

II 2 40 2 22,2 1 12,5 5 20 10 21,3 

III 0 0 0 0 0 0 2 8 2 4,3 

IV 3 60 5 55,6 4 50 5 20 17 36,2 

TOTAL 5 100 9 100 8 100 25 100 47 100 

Tabla 29. Relación entre los parámetros patológicos y la expresión de HIF-1α mediante 
inmunohistoquímica. 

 
Las alteraciones del gen VHL se distribuyeron de forma similar entre los casos 

que expresaban HIF-1α, de los 5 casos que no expresaban HIF-1α 4 de ellos no 

presentaron alteraciones en el gen VHL, pero este hecho no fue estadísticamente 

significativo (p>0,05).Tabla 30.  

Alteración de VHL (metilación y/o mutación) 

  Alterado No alterado Total 

  

Negativo 

Frec. 1 4 5 

  %  5,3 14,8 10,9 

EXPRESIÓN 

Positivo 

Frec. 18 23 41 

HIF-1α %  94,7 85,2 89,1 

  

Total 

Frec. 19 27 46 

  %  100 100 100 
 

Tabla 30.- Relación entre las alteraciones de VHL (mutado, hipermetilado o ambas) y la 
expresión de HIF-1α . 
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4.5.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA VEGF 

 

Se analizó la expresión de VEGF en tejido tumoral de 47 pacientes 

diagnosticados de CCRCC mediante la técnica de inmunohistoquímica. En la figura 18 

se muestra una imagen representativa de las distintas intensidades de expresión que 

se encontraron en la inmunohistoquímica de VEGF. 

 

 

 

Figura 18. Expresión de VEGF por inmunohistoquímica. A: Intenso (+3); B: Moderado 

(+2); C: Leve (+1); D: Negativo 

 

 

Se encontraron 16 (34%) casos negativos y 31 (66%) positivos. 

 



4 RESULTADOS  

 
88 

 

 

Al correlacionar los resultados obtenidos en esta técnica con los diferentes 

parámetros clínicos, no se halló relación estadísticamente significativa entre el sexo, 

clínica o localización  con la expresión de VEGF. (Tabla 31). 

 

 

  
  

VEGF IHQ 
 

  

    
Negativo 

 
Positivo 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

Sexo 
 
 

Varón 9 29 22 71 31 100 

 
n.s. 

 

Mujer 7 43,8 9 56,3 16 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

Lateralidad 
 
 

Derecho 8 33,3 16 66,7 24 100 

 
n.s. 

 

izquierdo 8 34,8 15 65,2 23 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

Localización 
 
 
 

Mesorrenal 10 33,3 20 66,7 30 100 

 
n.s. 

 
 

polo superior 3 37,5 5 62,5 8 100 

polo inferior 3 33,3 6 66,7 9 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

Clínica 
 
 
 
 

Hematuria 2 28,6 5 71,4 7 100 

 
 

n.s. 
 
 

Dolor 2 33,3 4 66,7 6 100 

Incidental 10 43,5 13 56,5 23 100 

Otros 2 18,2 9 81,8 11 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

Tabla 31.- Relación entre la expresión de VEGF por inmunohistoquímica y los 

parámetros clínicos. 

 

 

En cuanto al grado de Fuhrman, como se puede observar en la tabla 32, en 

grados más avanzados se daba un mayor número de casos en los que la expresión de 

VEGF era positiva que en los casos que no expresaron la proteína, no viéndose esta 

diferencia en grados nucleares bajos.  
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VEGF IHQ 
  
  

    
Negativo 

 
Positivo 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

Grado de 
Fuhrman 

 

Grados 1 y 2 12 48 13 52 25 100 

 
0,031 

 

Grados 3 y 4 4 18,2 18 81,8 22 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

 
 

Estadio pT 
 
 

 

pT1a 3 33,3 6 66,7 9 100 

 
 

n.s. 
 
 
 

pT1b 5 41,7 7 58,3 12 100 

pT2 6 46,2 7 53,8 13 100 

pT3a 2 28,6 5 71,4 7 100 

pT3b 0 0 6 100 6 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

 
Estadio pN 

 

pNx 14 34,1 27 65,9 41 100 

 
n.s. 

 

pN0 2 33,3 4 66,7 6 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

 
Estadio pM 

 
 

pMx 5 38,5 8 61,5 13 100 

 
0,037 

 
 

pM0 9 52,9 8 47,1 17 100 

pM1 2 11,8 15 88,2 17 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

 
 

Estadio 
TNM 

 
 

I 8 44,4 10 55,6 18 100 

 
 

0,034 
 
 

II 4 40 6 60 10 100 

III 2 100 0 0 2 100 

IV 2 11,8 15 88,2 17 100 

TOTAL 16 34 31 66 47 100 

 

Tabla 32. Relación entre la expresión de VEGF por inmunohistoquímica y los diferentes 

parámetros patológicos. 

 

También se relacionó la expresión de VEGF con la presencia de metástasis a 

distancia, donde se comprobó con significación estadística (p=0,04) que había una 

mayor expresión de la proteína en casos con metástasis, en concreto el 88,2% de los 

pacientes con metástasis expresaron VEGF (véase tabla 32). 
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Finalmente se determinó, al relacionar la expresión de VEGF con el estadio 

TNM, que la mayor parte de los casos con estadio más avanzado (estadio IV) 

expresaban la proteína, ya que como se observa en la tabla 32, de los 17 casos 

analizados en estadio IV, 15 expresaron VEGF (88,2%) y únicamente 2 casos (11,8%) no 

(p=0,034). Estas diferencias no se hallaron en el resto de estadios.  

 

La mayor parte (64,4%) de los CA-IX positivos por inmunohistoquímica y por 

western blot (65,5%) fueron también positivos para VEGF; aunque este hecho no fue 

estadísticamente significativo. 

 

Se objetivó también que alteraciones en el estatus genético y epigenético de 

VHL no tenían un efecto estadísticamente significativo sobre VEGF (p>0,05). Véase 

tabla 33. 

 

 

  
  

Alteración de VHL (metilación y/o mutación) 
  
  

      Alterado No alterado Total 

EXPRESIÓN 
VEGF  

 
 

  
  

Negativo 
  

Frecuencia 6 9 15 

% 31,6 33,3 32,6 

Positivo 
  

Frecuencia 13 18 31 

% 68,4 66,7 67,4 

 Total 
  

Frecuencia 19 27 46 

% 100 100 100 

 

Tabla 33.- Relación entre las alteraciones de VHL (mutado, hipermetilado o ambas) y la 

expresión de VEGF. 
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4.6.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA ERK5 

 

 Se analizó esta proteína en las muestras de tejido tumoral y parénquima renal 

sano de los 50 casos de CCRCC. Se comparó la expresión de la proteína ERK5 en el 

tejido tumoral con la expresión en el tejido sano. Al realizar este análisis se valoró el 

número de casos y el porcentaje en el que sobreexpresan (la expresión de la proteína 

en el tumor es mayor en la muestra tumoral que en el tejido sano) o infraexpresan 

(expresión de la proteína menor en el tumor que en el tejido sano, o en los casos en 

los que la expresión es igual). En el 58% (29 casos) de tumores la proteína ERK5 estaba 

sobreexpresada en el tumor y en un 42% (21 casos) la proteína estaba igual o más baja 

en el tumor que en el parénquima renal sano. En la figura 19 se pueden observar 

diferentes estados de expresión de la proteína ERK5 por western blot al comparar 

muestras de tejido tumoral con parénquima renal sano de una serie de pacientes 

analizados. 

Figura 19. Imagen representativa de la expresión de la proteína ERK5 mediante la 

técnica de western blot en una serie de tumores de CCRCC. N: Muestra tumoral, R: 

parénquima renal sano. 

 

Como puede observarse en la tabla 34, no se halló relación estadísticamente 

significativa al correlacionar la expresión de ERK5 con las variables clínicas pero sí con 

variables anatomopatológicas. Se halló correlación estadísticamente significativa con 

el estadio TNM (p=0,04) en dicho estudio. Como se puede observar en la tabla 35  de 

los 19 casos que se encontraban en el estadio más avanzado (estadio IV) 15 tumores 

sobreexpresaban ERK5.  
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Expresión de ERK 5 por WB 
  
  

    

 
Sobreexpresa 

 
No sobreexpresa 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

 
Sexo 

 

Varón 22 64,7 12 35,3 34 100 

 
n.s. 

 

Mujer 7 43,8 9 56,3 16 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
Lateralidad 

 

Derecho 15 62,5 9 37,5 24 100 

 
n.s. 

 

Izquierdo 14 53,8 12 46,2 26 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
Localización 

 
 

Mesorrenal 19 59,4 13 40,6 32 100 

 
n.s. 

 
 

Polo superior 6 66,7 3 33,3 9 100 

Polo inferior 4 44,4 5 55,6 9 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
 

Clínica 
 
 

 

Hematuria 4 57,1 3 42,9 7 100 

 
n.s. 

 
 
 

Dolor 5 71,4 2 28,6 7 100 

Incidental 12 50 12 50 24 100 

Otros 8 66,7 4 33,3 12 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 

 

Tabla 34. Relación entre la expresión de ERK5 por western blot con datos clínicos. 

 

 

 

También se halló significación estadística (p=0,03) al relacionar la expresión de 

ERK5 con la presencia de metástasis a distancia, viéndose que la sobreexpresión de 

ERK5 estaba ligada a la presencia de metástasis, ya que la mayoría de los tumores 

metastásicos (78,9%) presentaron positividad a ERK5 (tabla 35). 

 



RESULTADOS 4 

 

 
93 

 

 

  
  

Expresión de ERK 5 por WB 
  
  

    

Sobreexpresa 
 

No 
sobreexpresa 

 
TOTAL 

   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

 
Grado de Fuhrman 

 

Grados 1 y 2 12 48 13 52 25 100 

 
n.s. 

 

Grados 3 y 4 17 68 8 32 25 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
 
 

Estadio pT 
 
 
 

pT1a 5 55,6 4 44,4 9 100 

 
 

n.s. 
 
 
 

pT1b 6 46,2 7 53,8 13 100 

pT2 7 53,8 6 46,2 13 100 

pT3a 5 62,5 3 37,5 8 100 

pT3b 6 85,7 1 14,3 7 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
Estadio pN 

 

pNx 25 56,8 19 43,2 44 100 

 
n.s. 

 

pN0 4 66,7 2 33,3 6 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
Estadio pM 

 
 

pMx 8 57,1 6 42,9 14 100 

 
0,03 

 
 

pM0 6 35,3 11 64,7 17 100 

pM1 15 78,9 4 21,1 19 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 
 

Estadio TNM 
 
 
 

I 8 42,1 11 57,9 19 100 

 
0,043 

 
 
 

II 6 60 4 40 10 100 

III 0 0 2 100 2 100 

IV 15 78,9 4 21,1 19 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 

Tabla 35. Relación entre la expresión de ERK5 por western blot parámetros patológicos. 

 

 

Al relacionar la expresión de ERK5 con la expresión de la proteína VHL se 

observó  que todos los tumores que no expresaban VHL tenían sobreexpresada la 

proteína ERK5 (p=0,009). (Véase tabla 36). 
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Expresión de ERK 5 por WB 
  
  
 

  

 
Sobreexpresa 

 
No sobreexpresa 

 
TOTAL 

   
 

  Frec. % Frec. % Frec. % P 
 

 
VHL IHQ 

Negativo 8 100 0 0 8 100   
 

0,009 
 

 

Expresión (baja, 
moderada o alta) 21 50 21 50 42 100 

TOTAL 29 58 21 42 50 100 

 

Tabla 36. Relación entre la expresión de ERK5 por western blot con la expresión de VHL 

por inmunohistoquímica 

 

En cambio no se observó relación alguna entre alteraciones a nivel genético y 

epigenético del gen VHL con la expresión de ERK5. (Tabla 37). 

 

 
  
  

Alteración de VHL (metilación y/o mutación) 
  
  

      Alterado No alterado Total 

ERK 5 
recodificado 

 
  
  
  

Sobreexpresa 
  

Frecuencia 12 14 26 

% 63,2 51,9 56,5 

No sobreexpresa 
  

Frecuencia 7 13 20 

% 36,8 48,1 43,5 

 Total 
  

Frecuencia 19 27 46 

% 100 100 100 

 

Tabla 37.- Relación entre las alteraciones de VHL (mutado, hipermetilado o ambas) y la 

expresión de ERK5 . 

 

Finalmente, al correlacionar la expresión de ERK5 con la expresión de VEGF, se 

vio que la mayor parte de los tumores que expresan VEGF sobreexpresan ERK5, 21 de 

31 casos positivos para VEGF sobreexpresan ERK5. (Tabla 38). 
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Tabla 38. Relación entre la expresión de ERK5 por western blot con la expresión de  

VEGF por inmunohistoquímica. 

 

 

 

4.7.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA ERK1/2 

 

Al realizar el estudio de expresión de las proteínas ERK1/2 a las 50 muestras de 

CCRCC,  el 94% (47 casos) presentaba una expresión similar en el tejido tumoral y en el 

parénquima renal sano (tabla 39). En la figura 20 se muestra un ejemplo 

representativo de ello. Al darse el mismo resultado en prácticamente la totalidad de 

los casos estudiados, no se encontró asociación estadística con el resto de parámetros 

clínicos y moleculares a estudiar. 

 

 

ERK1/2 WB 
  

 Frecuencia % 

Sobreexpresa 3 6 

Igual 47 94 

Total 50 100 

 

Tabla 39.- Frecuencia y porcentaje de expresión de ERK 1/2 por western blot. 

 

  
  

Expresión de ERK 5 por WB 
  
  

    

Sobreexpresa 
 

No sobreexpresa 
 

TOTAL 
   

    Frec. % Frec. % Frec. % P 

 
VEGF IHQ 
  

Negativo 5 31,3 11 68,8 16 100 

  
0,017 

 

Positivo 21 67,7 10 32,3 31 100 

TOTAL 26 55,3 21 44,7 47 100 
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Figura 20. Imagen representativa de la expresión de las proteínas ERK1/2 mediante la 

técnica de western blot en una serie de tumores de CCRCC. N: Muestra tumoral, R: 

parénquima renal sano. 

 

 

4.8.- ANÁLISIS MULTIVARIANTE DE REGRESIÓN LOGÍSTICA 

 

En el análisis de regresión logística realizado para valorar el efecto de las 

distintas variables independientes estudiadas sobre la existencia de metástasis en el 

momento del diagnóstico, la única variable que permaneció en el modelo fue la 

expresión de VEGF. En este análisis se observó un porcentaje de bien clasificados del 

67,5% (sensibilidad 54,2% y especificidad 87,5%). Según estos datos, la existencia de 

metástasis en pacientes con CCRCC es 8,27 veces mayor en los enfermos que expresan 

VEGF en relación a los que no lo expresan (p=0,014). Este modelo explicaría el 23,9% 

de la incertidumbre de los datos (R2 de Nagelkerke= 0,239) 

 La tabla 40 muestra los coeficientes y la odds ratio (OR) para esta variable.  

 

VARIABLE COEFICIENTE P OR IC 95% 

VEGF 2,113 0,014 8,273 1,534 - 44,618 

CONSTANTE -1,872 0,014 0,154   

 

Tabla 40.- Variables asociadas en el modelo de regresión logística con la existencia de 

metástasis.        

 



    
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSIÓN5 
 



5 DISCUSIÓN  

 
98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISCUSIÓN 5 

 

 
99 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1 COMENTARIOS AL MÉTODO 

 

5.1.1 TIPO DE ESTUDIO. 

 

Este trabajo constituye un estudio molecular completo de la ruta de VHL en 

muestras de tejido tumoral y parénquima renal sano de pacientes diagnosticados de 

carcinoma renal de células renales de aparición esporádica. Si anteriormente se han 

publicado trabajos con características similares a nivel mundial, éste representa el 

primer estudio realizado sobre población española. En éste estudio se han 

seleccionado de manera consecutiva  76 pacientes diagnosticados de CCR esporádico 

del área de cobertura sanitaria del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete 

(400.000 habitantes aproximadamente). Se pretendía, por tanto, conocer en una 

muestra poblacional representativa y no estudiada, el estatus de la ruta de VHL, 

analizando, tanto a nivel  genético (mutacional) y epigenético el estatus del gen VHL, 

así como analizar la expresión de VHL y sus proteínas diana HIF-1, CA-IX y VEGF. 

Tras comprobar por western blot e inmunohistoquímica que únicamente 

expresaban la proteína CA-IX las muestras de CCRCC, (hecho que indica que las que no 

lo expresan no poseen ninguna alteración en la ruta de la proteína VHL) se redujo el 

muestreo a 50 pacientes (los diagnosticados de CCRCC), ya que sería en este grupo de 

pacientes en los que podríamos encontrar cualquier disfunción de la ruta. 

Los datos en los que se basa este estudio proceden de dos fuentes 

fundamentales: en primer lugar las historias clínicas de los pacientes, las cuales se 
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encuentran archivadas y organizadas en el Servicio de Archivos Generales del 

Complejo Hospitalario Universitario de Albacete y, en segundo lugar, las muestras de 

tejido tumoral renal y de parénquima renal sano, de las que enviamos un fragmento al 

Servicio de Anatomía Patológica del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete 

para su análisis histopatológico y conservamos otro fragmento para su análisis 

molecular por medio de las distintas técnicas utilizadas, que se realizó en diferentes 

lugares: 

- En el laboratorio de Oncología Molecular de la Facultad de 

Medicina de Albacete (CRIB/UCLM) realizamos la extracción de ADN, 

amplificación del mismo por medio de la técnica de PCR, purificación del 

producto de PCR. 

- La reacción de secuenciación y purificación de la misma así como 

la secuenciación automática se realizó en el servicio de secuenciación del 

CNIO en Madrid.  

- En el laboratorio de epigenética y genotipado (Plataforma 

Sequenom) de la Universidad de Valencia, se realizó el estudio epigenético 

de los ADN extraídos en el laboratorio de Oncología Molecular de la 

Facultad de Medicina de Albacete, siendo en este último  donde se realizó 

el análisis de los resultados. 

- En el laboratorio de Oncología Molecular también se realizó la 

extracción de proteína de las muestras y se realizaron los western blots de 

las mismas. 

- En la Unidad de Investigación y en el servicio de Anatomía 

Patológica del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete se realizó la 

técnica de inmunohistoquímica de las distintas proteínas. 

La obtención de datos de la primera fuente no ocasionó problemas relevantes 

ya que, al tratarse de un estudio transversal, se completaban los cuestionarios de 

recogida de datos el día del ingreso hospitalario del paciente para la realización de la 

cirugía, y al disponer del historial clínico completo del paciente, se pudieron recoger 

todos los datos necesarios, incluso del pasado de su enfermedad. 
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En cuanto a la obtención de las muestras de tejido tras el consentimiento 

informado y una vez extraída la pieza quirúrgica, se obtuvo de la misma una porción de 

muestra tumoral suficiente para el tratamiento en el laboratorio. Para ello, se procuró 

obtener tejido que macroscópicamente no presentara aspecto necrótico o 

hemorrágico, y en cantidad suficiente para su tratamiento posterior en el laboratorio, 

sin comprometer la muestra requerida por el patólogo para realizar el diagnóstico 

histopatológico. Asimismo, se obtuvo una pequeña porción de tejido 

macroscópicamente sano, que en el caso de las nefrectomías radicales se extrajo del 

parénquima renal más alejado del tumor y en las nefrectomías parciales del margen de 

seguridad de parénquima sano, también lo más alejado posible del tumor. Las 

muestras una vez obtenidas fueron congeladas a -80oC hasta su procesamiento. 

El resto del espécimen quirúrgico se envió al Servicio de Anatomía Patológica 

para su estudio. Cuando se dispuso de los datos concernientes al estudio 

histopatológico del tumor, se aplicó la clasificación correspondiente a la UICC,(99) con 

objeto de equiparar al máximo posible los datos, partiendo de la descripción 

macroscópica y microscópica de las muestras obtenidas. 

 

5.1.2.- CARACTERÍSTICAS DE LOS PACIENTES DE LA MUESTRA  

 

Aunque puede aparecer a cualquier edad, alrededor del 80% de los casos de 

cáncer renal se dan en pacientes con edades comprendidas entre los 50 y 70 años, con 

un pico de incidencia en la sexta década de la vida.
(100,101)

 Es más frecuente en varones 

que en mujeres, con una relación que oscila entre 1,6 y 2 a 1(102). En el presente 

estudio la edad media se situó en 64,1  años, afectando en un 68,4% a hombres y en 

un 31,6% a mujeres, lo que concuerda con la literatura consultada.  

 

5.1.2.1.- MOTIVO DE CONSULTA DE LOS PACIENTES 

 

En los últimos años se ha producido un incremento en la incidencia del cáncer 

renal. Este incremento se debe, en parte, al aumento del uso de técnicas de imagen, 
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por lo que hoy en día los tumores renales se diagnostican de manera más precoz, 

cuando todavía no han presentado ninguna sintomatología y, por tanto, 

habitualmente son de menor tamaño, lo que les confiere un mejor pronóstico.(102,103) 

Más de la mitad de los pacientes de este estudio (55,9%) fueron diagnosticados de 

manera incidental, lo que apoya la confirmación de esta tendencia.  La segunda causa 

más frecuente fue la hematuria. 

 

5.1.2.2.- LOCALIZACIÓN TUMORAL Y TRATAMIENTO DE LOS PACIENTES  

 

En cuanto al tipo de tratamiento realizado, se practicaron cirugías 

conservadoras electivas en enfermos en los que la localización tumoral, el tamaño 

tumoral y el estadio clínico lo permitieron.(104) Así, en el 15,8% de los casos de nuestro 

estudio se realizó nefrectomía parcial con margen de parénquima renal sano. No 

obstante, la nefrectomía radical fue la opción quirúrgica mayoritaria (84,2%). 

La cirugía abierta ha sido la técnica de referencia desde 1962, cuando Robson 

marcó unas directrices que han permanecido durante décadas hasta la aparición de la 

laparoscopia. En nuestro estudio esta técnica representa el 27,6%, porcentaje bajo en 

relación con los datos actuales. En el periodo de recogida de muestras del estudio 

coincidió con el inicio de implantación de esta técnica en el servicio de Urología del 

Complejo Hospitalario Universitario de Albacete, lo cual justifica este porcentaje 

relativamente bajo. 

La primera nefrectomía laparoscópica fue realizada por Clayman en 1990. 

Desde entonces, ha ido sustituyendo progresivamente al abordaje clásico a cielo 

abierto en el tratamiento quirúrgico del tumor renal. Se considera la técnica de 

elección en el tratamiento del cáncer renal  en estadios T1 y T2. Los beneficios 

reportados para este tipo de técnica incluyen : una disminución en el dolor 

postoperatorio, una menor permanencia en el hospital y una más rápida 

convalecencia.  Aun así, existen límites que están relacionados con las caracteriśticas 

del paciente, las caracteriśticas  (tamaño y localización) del tumor y la experiencia del 

cirujano.(105) 
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5.1.2.3.- ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO  

 

Con un porcentaje del 70% el carcinoma renal de células claras es el subtipo 

histológico más frecuente de los CCR.(12,106) 

De los 76 casos que se estudiaron inicialmente en este trabajo, el 65,8% (50 

casos) fueron carcinomas de células claras; esto es similar a lo encontrado en la 

literatura. Este tipo de tumor es el de peor pronóstico de todas las variantes celulares, 

si bien, dicho pronóstico mejora con el diagnóstico precoz.(107) 

Según la distribución clásica encontrada en la bibliografía, lo habitual es que la 

variante papilar sea la segunda en frecuencia, con un porcentaje aproximado de entre 

el 10%(108) y el 15%,(12,16) pero en este trabajo el segundo subtipo de CCR encontrado 

fue el de la variante cromófoba con un 17,1% (13 casos), encontrándose el subtipo 

papilar únicamente en 3 casos, lo que nos lleva a opinar que en los últimos años haya 

un cambio en esta tendencia ya que recientemente se ha descrito un incremento en el 

diagnóstico de la variante cromófoba.(16,107) Nuestros datos apoyan este hecho.  

 

5.1.2.4.- GRADO NUCLEAR  

 

El grado nuclear constituye el factor pronóstico más importante después del 

tipo histológico y del estadio tumoral.(109) En consonancia con otras series(110) el grado 

nuclear más frecuentemente hallado en los carcinomas de células claras fue el grado 2. 

Actualmente se debate sobre la necesidad de cambiar el sistema de graduación 

uniendo los grados 1 y 2,(111) ya que parece ser que la influencia pronóstica del grado 

nuclear es más significativa cuando se agrupan los tumores bien diferenciados (G1 y 

G2 de Fuhrman) y los tumores indiferenciados (G3 y G4 de Fuhrman).(112) 
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5.1.2.5.- ESTADIO TUMORAL SEGÚN LA CLASIFICACIÓN TNM   

La extensión tumoral es el más importante de los posibles factores pronósticos 

del cáncer renal. En el CCR la clasificación más utilizada es la TNM.(18) 

Siguiendo la clasificación TNM,(19) se obtuvo una mayoría de estadios inferiores 

a pT2. Esto concuerda con que a su vez se hayan encontrado un mayor número de 

casos en los que el hallazgo fue incidental, asintomáticos, pues tumores de bajo grado 

no suelen estar acompañados de clínica en pacientes.  En línea con lo publicado, el 

estadio más frecuente fue pT1b  con un  34,2%. 

En cuanto al estadio pN, sólo fue evaluado en 6 casos ya que no se realizó 

linfadenectomía en todos los pacientes. El papel de la linfadenectomía en el cáncer 

renal continúa siendo un tema de discusión hoy en día ya que no se ha demostrado 

claramente que mejore la supervivencia. Además, no hay  acuerdo en cuál debe ser su 

extensión y, aunque no se han demostrado diferencias en morbilidad entre realizar 

linfadenectomía o no, la mayoría de los autores la consideran un técnica quirúrgica con 

un gran riesgo potencial de complicaciones intraoperatorias.(113) Los seis casos 

sometidos a linfadenectomía fueron estadios pN0. 

La presencia de metástasis a distancia (estadio pM) implica muy mal 

pronóstico, aun así, se puede encontrar tumores que han metastatizado y presentan 

largas supervivencias.(114) En este estudio, los pacientes que presentaron metástasis al 

diagnóstico tuvieron tumores que se manifestaron clínicamente en todos los casos 

excepto en dos. La mayoría de los casos presentaron grados nucleares altos.  

Las metástasis halladas en este estudio fueron fundamentalmente pulmonares, 

hepáticas y suprarrenales. El carcinoma de células renales tiene el potencial de 

metastatizar a prácticamente cualquier parte del cuerpo.(115) Los órganos a los que 

afecta más frecuentemente son el pulmón, el hueso, el cerebro, las suprarrenales, el 

riñón contralateral o el hígado. Aproximadamente el 30% de los pacientes tienen  

metástasis al momento del diagnostico y otro 30% la desarrollará después de la 

nefrectomía.(116) 
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5.1.3.- ESTUDIO GENÉTICO DE LAS MUESTRAS  

 

5.1.3.1.- OBTENCIÓN Y AMPLIFICACIÓN DEL ADN  

 

Para el análisis molecular es necesario un cuidadoso manejo de las muestras 

utilizadas ya que la inadecuada manipulación de las mismas podría llevar a la 

degradación o pérdida de un material procedente de un tipo de tumor de relativa o 

escasa incidencia. Además, la utilización de un tejido sólido puede ocasionar 

dificultades tanto en la obtención  como en el procesado y purificación del ADN y en 

concreto el tumor renal presenta una gran heterogeneidad en su estructura pudiendo 

presentar zonas hemorrágicas o necróticas que hay que evitar para su procesado lo 

que, en ocasiones, dio lugar a dificultades en el tratamiento de las muestras.   

Una vez obtenido el ADN de cada una de las muestras (ADN problema), se 

sometía al amplificado de cada uno de los exones que conforman el gen VHL mediante 

la técnica de PCR. Para obtener un producto de amplificado de características idóneas 

la técnica de PCR debe ponerse a punto mediante múltiples ajustes tanto en los 

tiempos como en la temperatura de cada uno de los pasos de dicha reacción, así como 

en las cantidades de cada uno de los reactivos utilizados (dNTPs, Taq ADN polimerasa, 

cebadores, tampones y ADN problema).  

Los cebadores se diseñaron con una longitud de aproximadamente 20 

nucleótidos y su localización fue intrónica con el objeto de obtener productos de 

amplificado que contuvieran cada uno de los tres exones del gen. De este modo, en el 

producto de PCR se conseguía el exón completo y pequeños fragmentos de los 

intrones adyacentes, por lo que fue posible detectar anomalías en los nucleótidos de 

estos fragmentos intrónicos.  

En cuanto a la secuenciación del gen, y en concreto al exón 1, se utilizó un 

cebador intraexónico, aparte de los dos intrónicos, para obtener una correcta lectura 

de la secuencia completa del exón ya que, debido a su gran tamaño, esta labor en 



5 DISCUSIÓN  

 
106 

 

ocasiones era dificultosa en algunas regiones. En algunos trabajos está descrito realizar 

más de una PCR para obtener amplificados del exón 1 en partes.(97) 

Debido a la gran sensibilidad de la PCR, uno de los mayores problemas que 

surgen al usar esta técnica es la contaminación. Se deben extremar las precauciones 

para evitarla(117) y es necesario comprobar tanto la integridad del producto de PCR 

como la ausencia de contaminación, para evitar falsos positivos. 

Con objeto de obtener un producto de PCR lo más libre posible de 

contaminantes y agentes inespecíficos que entorpecieran la posterior secuenciación, 

se realizó purificación de dicha reacción y posterior comprobación de su cantidad y 

calidad mediante electroforesis en gel de agarosa. Esta purificación elimina los restos 

de nucleótidos no usados en la PCR y otros agentes que a la hora de la secuenciación 

pudieran entorpecer su lectura.  

 

5.1.3.2.-ANÁLISIS POR SECUENCIACIÓN DEL GEN VHL 

Se realizó secuenciación automática de los productos de PCR de cada uno de 

los tres exones del gen VHL obtenidos de todas las muestras tumorales que 

constituyen este estudio. Mediante esta técnica se pretendía detectar mutaciones en 

el gen VHL a través de la comparación de la secuencia de ADN obtenida de cada 

paciente con la secuencia original. La secuenciación constituye la herramienta más 

precisa para la detección de alteraciones genómicas y proporciona una excelente 

calidad de lectura que, en la mayoría de los casos, alcanza una fiabilidad superior al 

98%. Sin embargo, precisa de una comprobación final puesto que el éxito de cada 

proceso de secuenciación de ADN es directamente proporcional a la calidad y pureza 

de la muestra,(118) por lo que fue necesario incorporar un paso de purificación de la 

reacción de secuenciación, antes de ser analizada en el secuenciador.  

Cuando se detectaba una anomalía en una secuencia, no se consideraba como 

mutación hasta que no se confirmaba mediante secuenciación de la cadena 

complementaria. Si dicha anomalía aparecía de nuevo, se consideraba mutación, 

mientras que era descartada si la secuencia aparecía normal. Con esta rutina se 



DISCUSIÓN 5 

 

 
107 

 

pretendió eliminar al máximo los posibles errores en la lectura de las secuencias, así 

como estar completamente seguros de que las mutaciones encontradas eran tales, 

pudiendo descartar así la existencia de falsos positivos y falsos negativos. Barnabas y 

cols.(119) en un estudio sobre 67 tumores renales encuentra 5 patrones anómalos en la 

secuenciación que no se pudieron confirmar mediante secuenciación en el sentido 

opuesto. No es generalizada la realización de doble secuenciación de comprobación, 

que da lugar a una sensibilidad muy cercana al 100% en las mutaciones 

encontradas,(120) en este estudio consideramos que era necesaria la doble 

secuenciación para aumentar la sensibilidad. 

 

5.1.3.3.-ANÁLISIS POR METILACIÓN DEL PROMOTOR DEL GEN VHL 

La metilación del ADN es una modificación epigenética del genoma donde un 

grupo metilo (CH3) se une covalentemente a la posición 5 del anillo pirimidínico de la 

citosina (5-MeC), esto ocurre generalmente en un entorno rico en dinucleótidos 5′-

CpG-3′ (sitios CpG). Estos sitios CpG se concentran a menudo en distintas áreas del 

genoma ricas en citosinas y guaninas a las que denominamos islas CpG. El estado de 

metilación de los sitios CpG puede afectar a la estructura de la cromatina y a la 

actividad transcripcional del gen asociado, por lo que tiene un papel importante en 

cáncer.(121) 

La mejor técnica para la determinación y cuantificación del estado de 

metilación de un área de genómica en la resolución de un solo nucleótido, es el análisis 

de la secuencia después de la conversión por bisulfito. Este método se basa en la 

capacidad de bisulfito sódico de cambiar residuos de citosina de manera eficiente a 

uracilo en el ADN de una sola cadena, no pudiendo hacer esto cuando las citosinas 

están metiladas (5-MeC). Después de la amplificación por PCR todos los residuos de 

uracilos y timinas  son amplificados como timinas (T) y solo los residuos 5-MeC son 

amplificados como citosina (C).(122) 
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Al igual que en el caso de la secuenciación, la calidad del ADN es directamente 

proporcional a la calidad y pureza de la muestra, por lo que es necesaria la previa 

purificación del mismo antes de su procesado. La posterior secuenciación de los 

productos de PCR amplificados ofrece información detallada sobre todos los sitios  

CpG  en la región amplificada.  

 

5.1.3.4.-ANÁLISIS POR INMUNOHISTOQUÍMICA  DE LAS PROTEÍNAS VHL, CA-IX, HIF-

1Y VEGF. 

Se realizó el análisis de inmunohistoquímica a todas las muestras tumorales de 

CCRCC y en todos los pacientes de CCR para CA-IX. 

El estudio de la anatomía patológica ha sufrido grandes avances importantes en 

las últimas décadas en búsqueda de diagnósticos más precisos y completos. Sin 

embargo, en el área de procesamiento de tejidos los avances han sido escasos, por lo 

que se continúa la búsqueda de métodos alternativos que nos permitan obtener 

muestras procesadas en un menor tiempo, menor coste y que no representen riesgo 

para la calidad del tejido ni para sus propiedades tintoriales.(123) 

La técnica de inmunohistoquímica es una de las técnicas más importantes en 

anatomía patológica y la calidad de los anticuerpos a utilizar y la calidad del tejido es 

fundamental para evitar que se generen falsos positivos.(123) 

 En este estudio todos los anticuerpos utilizados fueron monoclonales los cuales 

poseen como ventaja el presentar una mayor homogeneidad que los policlonales, lo 

que conlleva una mejor reproducibilidad y una mayor afinidad por la proteína a 

estudiar. 

 Además todos los casos fueron evaluados por el mismo patólogo, para que la 

interpretación de los resultados fuese más restrictiva. 
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5.1.3.5.-ANÁLISIS POR WESTERN BLOT DE LAS PROTEÍNAS CA-IX, ERK5, ERK2. 

 

Se analizaron por western blot  todas las muestras tumorales y tejido sano de 

todos los pacientes para la proteína CA-IX y sólo los de célula clara para ERK5 y ERK2.  

Se tomó como control el parénquima renal sano de cada paciente para la 

comparación de la mayor o menor expresión de la proteína del tumor con respecto a 

su control sano. El peso molecular de cada proteína también fue un parámetro 

importante a tener en cuenta como control, ya que daba la seguridad de que la banda 

correspondía a la proteína en cuestión. 

Para validar la prueba del western blot, se evaluaron los parámetros 

especificidad, límite de detección, precisión (repetibilidad, precisión intermedia y 

reproducibilidad) y robustez.  

Se trabajó con los mismos reactivos, equipos, condiciones de laboratorio, en 

días diferentes y soluciones preparadas en el mismo laboratorio. Los datos fueron 

reproducibles ya que se repitieron los western blots con condiciones, soluciones y días 

diferentes. 

Antes de comenzar el estudio se testaron los anticuerpos utilizados para la 

técnica de western blot en líneas celulares para cerciorarse de la puesta a punto de la 

técnica. El anticuerpo usado para western blot para la proteína CA-IX fue de distinta 

casa comercial al utilizado para la técnica de inmunohistoquímica, ya que el anticuerpo 

de Abcam® tiene mayor indicación para inmunohistoquímica y el de Santa Cruz 

Biotecnology® está indicado únicamente para western blot, además se realizaron 

pruebas control para testar los anticuerpos que nos hicieron tomar esta decisión 

puesto que el anticuerpo de Abcam® generaba bandas inespecíficas por western blot. 

  Se intentó realizar la técnica de western blot para la proteína VHL pero no se 

consiguió ver VHL endógeno en líneas celulares, únicamente se vio en líneas que lo 

tenían sobreexpresado, por lo que en tejido sería todavía más complicado y se decidió 

no realizar finalmente el análisis de esta proteína mediante esta técnica.  
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5.2.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA CA-IX 

 

Aunque primariamente se describió la mucosa gástrica como único tejido 

normal en el que CA-IX se expresaba,(124) estudios más recientes han demostrado que 

CA-IX puede aparecer con menor intensidad en otros tejidos normales.(125) Sin 

embargo, es fundamentalmente en los tumores donde se manifiesta su expresión.(49) 

En cualquier caso, el tejido renal normal constituye una localización en la que 

no se ha demostrado presencia de CA-IX mientras que en el CCR, esta expresión es 

patente y de manera casi exclusiva en el subtipo de células claras, de forma que en las 

ocasiones que se ha encontrado expresión en otros tumores renales, además de 

escasas, se ha sugerido la posibilidad de ser falsos positivos.(126,127) 

Por otro lado, el diagnóstico patológico de los tumores en general ha cambiado 

y en particular el de los tumores renales, que ya no se basan únicamente en criterios 

microscópicos.(128) Así pues, la clasificación actual más usada para la catalogación de 

los tumores renales publicada por la OMS en 2004(11) separa los tumores basándose en 

la morfología histológica, comportamiento clínico y en las alteraciones genéticas 

(mutaciones) subyacentes.  

Diferentes técnicas son actualmente utilizadas para apoyar el diagnóstico 

histopatológico clásico, basadas en su mayoría en la variable expresión de 

determinados genes o proteínas atendiendo a su origen histológico, tales como PCR-

cuantitativa, microarrays, western blot, etc. Teniendo en cuenta estos aspectos, se 

conoce que los genes relacionados con la angiogénesis están sobreexpresados en el 

CCRCC, por lo que la distinta manifestación de los mismos son la base de algunas 

terapias antiangiogénicas usadas en la actualidad o en diversas fases de ensayos 

clínicos.(129) 

La expresión de CA-IX fue exclusiva de los CCRCC en nuestro estudio. Valorando 

este hecho, podemos plantearnos el uso de dicha expresión para el diagnóstico. Si bien 

se ha comunicado expresión de CA-IX en subtipos distintos al de células claras (nunca 
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en los carcinomas cromófobos), cuando aparece se encuentra en un porcentaje mucho 

menor y con menos intensidad.(49,130,131) Además se ha de tener en cuenta que se han 

descrito tumores que presentan arquitectura fundamentalmente papilar, pero que 

cuentan con una extensión importante de células con citoplasma claro (este tipo de 

tumores serían los englobados como inclasificables en la clasificación histológica) y que 

en estudios moleculares muestran características de los tumores de células claras, 

como inactivación de VHL, pérdida de heterocigosidad en el brazo corto del 

cromosoma 3, etc., que podrían explicar una sobreexpresión de CA-IX.(132) Esta 

circunstancia se podría trasladar a aquellos tumores con diferenciación sarcomatoide 

extensa y cuyo origen celular es difícil de catalogar por sus características 

morfológicas. 

Otro punto importante a discutir es el hecho de que CA-IX se relacione con pT y 

pM y estadio TNM altos. En nuestra serie puede deberse a que los tumores de célula 

clara presentaban estadios más altos, lo que por otra parte es lógico ya que es el 

subtipo tumoral con peor pronóstico.(106) 

En el presente estudio se pretendía a su vez estimar la validez de dos métodos 

distintos de detección de expresión de CA-IX. La inmunohistoquímica constituye el 

método clásico utilizado por patólogos y depende de la subjetividad del mismo. El 

western blot es una técnica más objetiva, menos generalizada para el diagnóstico 

clínico-patológico, pero sujeta a menos errores y subjetividad.(133) Según los resultados 

obtenidos, encontramos altos porcentajes de acuerdo específico positivo, negativo y 

global, al considerar que los CCRCC tenían expresión constante de CA-IX, como en 

realidad fue. Comparados entre sí, se puede inferir que ambas técnicas son válidas 

para la detección de expresión de CA-IX. No obstante, se obtuvo un leve mejor 

resultado a favor de la inmunohistoquímica debido a dos falsos negativos detectados 

por western blot. También es cierto, que en la inmunohistoquímica se está seguro de 

que sólo se valora el tumor, y en el caso del extracto para western blot no se puede 

estar completamente seguro de que sólo se esté tomando tejido tumoral y no haya 

tejido sano en la muestra. Los casos considerados falsos positivos fueron iguales para 

ambas técnicas, pero ambos casos correspondieron con los tumores clasificados como 
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inclasificables, lo que se puede explicar por un origen o transformación en células 

claras como se ha comentado anteriormente. Por estas razones, la sensibilidad para la 

inmunohistoquímica fue superior a la del western blot, aunque ambas pruebas 

mostraron porcentajes de sensibilidad y especificidad altos. Si bien la muestra limitada 

de este estudio no permite generalizar estos resultados para su uso habitual en clínica, 

sí sirven de aproximación diagnóstica. Además la inmunohistoquímica y el western blot 

se han realizado con anticuerpos diferentes, lo que podría justificar esa pequeña 

diferencia en el resultado. 

 

Por lo tanto, podemos considerar ambas técnicas de detección de CA-IX como 

válidas para el diagnóstico de CCRCC, fundamentalmente en los casos en que los 

criterios morfológicos no sean suficientes y, ocasionalmente, para predecir el 

comportamiento clínico de los mismos y el planteamiento de nuevas alternativas 

terapéuticas emergentes en el cáncer renal, ya que se ha postulado la posibilidad de 

CA-IX como marcador de pronóstico dependiendo de su expresión y de respuesta a 

ciertos agentes terapéuticos.(134–136) 

 

 

5.3. ESTUDIO DEL GEN Y PROTEÍNA VHL. 

 

El CCR se compone por distintos subtipos histológicos con comportamientos 

clínicos diferentes y son una multitud de genes en los que reside la causa de cada una 

de estas neoplasias. En la medicina del futuro podría ser posible individualizar los 

procesos terapéuticos del cáncer de riñón si comprendiésemos las bases genéticas de 

cada tipo.(137) Un punto importante para llegar a ello sería  la mejora progresiva de las 

técnicas de biología molecular y el conocimiento de las alteraciones citogenéticas que 

se producen en el CCR. Este conocimiento en la actualidad ha mejorado 

considerablemente, conociéndose nuevos datos que ayudan a una mejor comprensión 

de la carcinogénesis renal, así como a aportar instrumentos que mejoran el 

diagnóstico, pronóstico y tratamiento de este tumor.(138) 
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En cuanto a lo que se conoce de la biología molecular del CCR esporádico, se 

han observado múltiples alteraciones genéticas, la gran mayoría están ligadas al gen 

VHL, o a la región del brazo corto del cromosoma 3 donde reside.(10) En consonancia 

con su papel como supresor tumoral, la pérdida de la función normal de VHL es algo 

común en tumores renales esporádicos.(139) Las mutaciones somáticas cuando ocurren 

en un gen supresor tumoral pueden iniciar el desarrollo de un cáncer. Se ha sugerido 

que la pérdida de función de la proteína VHL puede ser un paso precoz en la 

tumorogénesis renal.(140) Un hecho que apoya esta teoría es que la restauración de la 

función de VHL es suficiente para suprimir la capacidad de formar tumores.(141) 

 

 

5.3.1. ESTUDIO MUTACIONAL DEL GEN VHL. 

 

En nuestro estudio como ya se ha comentado, sólo se realizó el análisis 

mutacional del gen VHL únicamente a los tumores con subtipo histológico de células 

claras. En general, se considera que las mutaciones producidas en el gen VHL en los 

tumores renales aparecen con mucha más frecuencia en este subtipo y son más 

infrecuentes en otros subtipos aunque estén descritas, por lo que no vimos necesario 

realizar el análisis a los tumores con diagnóstico de otros subtipos histológicos(142) 

Se detectaron mutaciones en 13 pacientes (26,0%). La prevalencia de 

mutaciones comparada con la de otros estudios es más baja; así Schraml y cols. 

encontraron 38 en 113 pacientes (34%)(143) y Gnarra y cols. detectaron 56 en 98 

pacientes (57%).(144) Es probable que la mejora de las técnicas de laboratorio y la 

comprobación de las mutaciones en las dos direcciones (con ambos cebadores: Fw y 

Rv), hagan que en nuestro caso, los porcentajes de detección de mutaciones hayan 

sido menores ya que al hacer el estudio más restrictivo la probabilidad de falsos 

positivos es menor.  

En nuestro estudio el porcentaje de mutaciones es ligeramente superior a los 

obtenidos en un trabajo previo de nuestro grupo en el que se encontraron 22,1%. Sin 

embargo, el estudio anterior además de los casos de CCRCC también incluyó otros 
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subtipos de CCR, lo que podría explicar que ese porcentaje haya sido inferior. 

Todas las mutaciones detectadas en el presente estudio fueron en 

heterocigosis, por lo que para considerar que la mutación produzca alteraciones en la 

función de la proteína debe existir una alteración en el otro alelo del gen. Esta 

alteración habitualmente consiste en pérdida de heterocigosidad o en la 

hipermetilación de determinadas zonas del gen, las cuales ocurren con alta frecuencia, 

llegándose a  describir porcentajes superiores al 90% en diversos estudios.(138,145,146) 

En nuestro estudio no se realizó detección de pérdida de heterocigosidad pero 

si se analizó el estado de hipermetilación del promotor, coincidiendo en dos casos 

mutación e hipermetilación. En uno de esos dos casos el tumor se encontraba en 

estadio pT3b, pM1 y grado de Fuhrman 4; el otro caso presentaba estadio pT1b con 

grado de Fuhrman 2 y pM0. Se consideró que existía una elevada probabilidad de  que 

en el resto de muestras mutadas existiese pérdida de heterocigosidad ya que el 

porcentaje de alteraciones en el gen VHL descritas por otros autores es superior al 

encontrado en nuestro estudio. Además para que la proteína no se exprese debe 

haber alteración en los dos alelos, y como ya se ha mencionado, únicamente en dos 

casos se observó doble alteración en los estudios genéticos que hemos realizado 

(hipermetilación y mutación) cuando el número de pacientes que no expresaba VHL 

fue mayor. En nuestro caso no se realizó análisis de pérdida de heterocigosidad, la cual 

es otro tipo de alteración descrita, por lo que completar el estudio de alteraciones 

estudiando la existencia de pérdida de heterocigosidad podría aumentar nuestro 

porcentaje. 

En cuanto a la clínica, no se ha hallado relación estadísticamente significativa 

en el presente estudio entre la existencia de mutación, con los distintos parámetros 

clínicos ni patológicos lo que concuerda con otros estudios(138) exceptuando al grado 

de Fuhrman, en el que se encontró un mayor número de mutaciones en estadios bajos 

(3 mutaciones en pacientes con grado de Fuhrman 1 y 7 mutaciones con grado de 

Fuhrman 2). El hecho de esta falta de asociación entre mutaciones y parámetros 

clínico-patológicos sugiere que la mutación del gen VHL está relacionada con el origen  

pero no con la progresión tumoral.(27)En un estudio previo de nuestro grupo realizado 



DISCUSIÓN 5 

 

 
115 

 

por Giménez Bachs y cols.(25) tampoco hallaron relación con los distintos parámetros 

clínicos y patológicos pero sí observaron que el mayor número de mutaciones también 

se dio en pacientes con grado de Fuhrman 2 y en cuanto al estadio, el mayor 

porcentaje de mutaciones se encontró en estadio pT1, mientras que no hallaron 

ningún tumor en estadio pT4, hecho que apoya esta idea. 

La mayor parte  de las mutaciones detectadas en este estudio se localizaron en 

el exón 1 (53,8%). Si bien existen estudios donde la mayor parte de las mutaciones 

residen en el exón 2.(119,137,140) Se tiende a pensar que, en general, las mutaciones se 

agrupan fundamentalmente en el último tercio del exón 1 y los exones 2 y 3,(147) lo que 

resultaría lógico teniendo en cuenta que es en esta zona donde se codifican los 

dominios funcionales de la proteína.(34) Todas las mutaciones detectadas en el 

presente estudio se localizan a partir del codón 62 del gen, por lo que se confirma la 

tendencia de un menor número de mutaciones en los primeros residuos.(147) Está 

descrito que hay mayor agresividad en los tumores que presentan mutaciones en el 

exón 3.(119) En este estudio, encontramos una de los dos casos con mutaciones en este 

exón con estadio pT3a, lo que apoya estas observaciones. 

Encontramos tres tipos distintos de mutaciones: mutación puntual, deleción e 

inserción. La mutación más frecuente fue la deleción (38,5%). Si las mutaciones que 

aparecen en los tumores familiares son fundamentalmente puntuales y de cambio de 

sentido, la mayoría de las mutaciones que aparecen en tumores esporádicos resultan 

en una proteína truncada, ya sea por la aparición de un codón de parada en una 

mutación puntual o por la presencia de deleciones o inserciones que habitualmente 

resultan en una “catástrofe” molecular.(148) Por tanto, nuestro estudio apoya el hecho 

de que la mayoría de las alteraciones genéticas que se encuentran en conjunto son 

deleciones e inserciones. Todas las mutaciones puntuales fueron transversiones 

guanina por citosina. Parece que las transversiones son más frecuentes cuando 

ocurren en tumores esporádicos, mientras que se han detectado mayor proporción de 

transiciones en las mutaciones germinales o de casos familiares.(149) 

La aparición de una proteína truncada como consecuencia de una mutación 

genera una pérdida absoluta de la función de la proteína. En la mayoría de los casos 
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desaparece la expresión de la proteína, y por tanto deja de ejercer su función 

supresora tumoral, dando paso a la activación de mecanismos que pueden llevar a la 

génesis tumoral. De las 12 mutaciones detectadas en localización exónica, 11 

originaron una proteína truncada y solo una de ellas no supuso cambio en el 

aminoácido codificado (mutación silente).  El cambio de un aminoácido por un codón 

de parada prematuro se produjo en dos ocasiones, siendo las restantes proteínas 

truncadas por un cambio en la pauta de lectura debido a la deleción de nucleótidos en 

5 casos y a 4 de inserción de una adenina. Únicamente, una de las deleciones halladas 

ocasionó la pérdida de un codón entero y, por lo tanto, no se modificó la pauta de 

lectura, pero dio lugar a una proteína con un aminoácido menos. En el resto de 

deleciones e inserciones sí se modificó la pauta de lectura por lo que dichas proteínas 

sufrieron un cambio total de su estructura. En estos casos, depende de la localización 

de los aminoácidos delecionados y de su importancia para la función de la proteína, el 

que la pérdida sea o no relevante, aunque lo habitual es que generen una proteína 

truncada. 

En cuanto a las mutaciones intrónicas, éstas pueden tener efectos perjudiciales 

sobre la proteína expresada, ya que es en estas porciones de ADN donde pueden 

residir determinadas secuencias reguladoras, promotoras o amplificadoras de la 

transcripción. Los intrones son secuencias interpuestas de ADN que no codifican 

ningún producto y que son eliminadas por un mecanismo de “corte y empalme” 

durante la maduración del ARN mensajero. Aunque se ha defendido que estas 

secuencias pudieran representar un exceso de ADN, hoy en día se piensa que juegan 

un importante papel en la evolución y que presentan funciones biológicas 

potenciales.(150) Hay mutaciones puntuales en los intrones que producen un 

acoplamiento defectuoso de las secuencias intermedias, esto interfiere con el 

procesamiento normal del ARN mensajero inicial y da lugar a un fallo en la producción 

del ARN, pudiendo afectar la traducción y no llegar a sintetizarse la proteína.(151) 

En este estudio se encontró una mutación intrónica que consistió en un cambio 

de base en la posición +4 del intrón 2.  Este cambio de base apareció justo en el 

segundo nucleótido después de la timina de la secuencia de splicing o de “corte y 
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empalme” del intrón 2. Si bien no afecta directamente a dicha secuencia, el hecho de 

que esté tan próximo al lugar de splicing podría perturbar la correcta eliminación del 

intrón 2 y, por tanto, del ARN mensajero, de manera que no se produjera un ARN 

normal y que, o bien se transcriba una proteína alterada, o bien el ARN sea defectuoso 

y no permita la traducción proteica y su expresión, afectando finalmente la función de 

la misma.  

Con todo ello, podemos ver que las mutaciones, ocurran en los exones o en los 

intrones, pueden generar alteraciones de gran importancia en la futura proteína. Por 

tanto, el CCRCC presenta mutaciones en el gen VHL no del todo específicas, sino más 

bien invalidantes de la función de la proteína, y es ahí donde quizá resida su capacidad 

tumorogénica.  

 

 

5.3.2. ESTUDIO EPIGENÉTICO DEL GEN VHL. 

 

Se han observado patrones de metilación del ADN anormales, ya sea por 

hipermetilación o hipometilación, en muchos tipos de cáncer, los cuales conllevan la 

inactivación de genes supresores de tumores y la inestabilidad del genoma.(152) De 

hecho, se ha demostrado por un lado que hay una hipermetilación restringida a 

determinadas regiones del ADN que inactivaría genes constitutivos y genes supresores 

tumorales debido a un cambio estructural de la cromatina que la hace inaccesible a los 

factores de transcripción.(153) Entre los genes más frecuentemente reprimidos por 

hipermetilación del promotor en cáncer se pueden destacar supresores tumorales 

como VHL, BRCA1, p6/CDKN2, p21, Rb;(154) genes de reparación del ADN como 

hMLH1,(155) proteínas kinasas asociadas a muerte celular o el gen de la 

Trombospondina-1.(154) Por otro lado, también se ha observado que puede haber una 

hipometilación generalizada del genoma en tejidos tumorales(153) la cual podría 

generar una inestabilidad cromosómica.(156) Este hecho podría inactivar genes de 

control de la proliferación y el crecimiento.(156,157) así como generar la sobreexpresión 

de proteínas involucradas en procesos de invasión y metástasis.(158) 
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Diversos estudios han mostrado que el CCR puede estar relacionado con la 

hipermetilación de una amplia variedad de genes, como, por ejemplo: CDH1, APC, 

MGMT, RASSF1A, GSTP1, p16, RAR-beta2, ARF, Timp-3, VHL y el gen de la E-

caderina.(155) En cuanto al gen VHL, la hipermetilación de su promotor únicamente  

aparece en el CCR de tipo células claras.(155) El gen VHL puede ser inactivado por 

hipermetilación de las islas CpG que normalmente no están metiladas, en la región 

5´,(31,159,160) este mismo fenómeno ha sido detectado en una gran variedad de genes 

supresores tumorales.(159) 

Se ha descrito hipermetilación en el gen VHL en tumores con subtipo 

histológico de células claras con un porcentaje de entre el 15% y el 19%(145,159–161) cuyo 

resultado final es la silenciación alélica. En el presente estudio hemos obtenido un 

porcentaje de 19,6% lo que se ajusta a lo encontrado en lo publicado. En algunos 

estudios se han visto casos con metilación en un alelo y mutación en el otro, y 

ocasionalmente ambos alelos están metilados.(159) Igualmente, se han encontrado dos 

casos en el que apareció mutación e hipermetilación conjuntamente, como ya se 

mencionó anteriormente 

Encontramos metilación del promotor del gen VHL en 9 casos (19,6%), no 

hallándose correlación estadísticamente significativa entre el estado de metilación del 

promotor y los parámetros clínicos. Se ha descrito que en estadios más avanzados 

(pT3) o cuando existe progresión del tumor, aparecen eventos genéticos de este 

tipo.(145) Sí observamos una tendencia lineal, aunque no significativa, al relacionarlo 

con la presencia de metástasis a distancia. Quizás con un aumento en el muestreo, se 

igualaría a lo publicado por otros autores. Sí se vio que la presencia de metilación 

correspondía con Fuhrman más altos, hecho que también observaron Banks y cols.,(162) 

lo que indica también un peor pronóstico. Otros autores no han encontrado relación 

entre el estado de metilación del gen VHL  con los parámetros clinicopátológicos 

habituales.(108,163) 
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5.3.3. ESTUDIO DE LA PROTEÍNA VHL MEDIANTE LA TÉCNICA DE 

INMUNOHISTOQUÍMICA. 

 

El estado de la expresión de la proteína VHL por inmunohistoquímica fue 

negativo en 8 casos (16%) y bajo en 10 casos (20%). Paradójicamente la presencia de 

mutación corresponde a una mayor expresión de la proteína por inmunohistoquímica 

lo que, en principio, no tiene sentido. Una posible explicación a esto sería que la 

mutación se encuentre fuera del dominio de reconocimiento del anticuerpo, o que la 

región o el epítopo de reconocimiento del anticuerpo utilizado mediante la técnica de 

inmunohistoquímica no haya sido afectado por dicha alteración (encuéntrese o no la 

mutación dentro de esta región), lo que puede hacer que el marcaje sea positivo 

aunque la proteína no sea funcional. Además en la inmunohistoquímica se pueden 

generar falsos negativos (otras proteínas que interaccionen con el anticuerpo) ya que 

no se posee un criterio como el peso molecular que no dé lugar a duda de un posible 

marcaje inespecífico. Otra posibilidad sería que la mutación afectara a la estabilidad de 

la proteína. Por ejemplo, es sabido que en el caso de otros genes supresores 

tumorales, como es el caso del gen p53 las técnicas de inmunohistoquímica están 

basadas en que las mutaciones en el este gen inducen cambios conformacionales en la 

proteína que causan un incremento en la vida media de la proteína, acumulación y 

sobre-expresión a nivel nuclear(164,165) por lo que las mutaciones en el gen son 

necesarias para la detección de la proteína por inmunohistoquímica. 

Lo que sí concuerda con la bibliografía revisada es que la metilación del gen 

VHL y la ausencia de expresión de proteína VHL se correlacionaron con el grado de 

Fuhrman (p<0.05),(162) ya que como supresor tumoral, la inactivación o no expresión de 

esta proteína correlacionará con un peor pronóstico. Además, el hecho de que la 

expresión de VHL estuviera ausente se correlacionó con la presencia de metástasis a 

distancia. 
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Por todo ello podemos decir  que  la presencia de mutaciones o metilación no 

conlleva necesariamente la ausencia de expresión de proteína VHL analizada por 

inmunohistoquímica, pero sí que la ausencia de expresión de dicha proteína se 

correlaciona con un peor pronóstico.  

 

5.4. ESTUDIO DE LA PROTEÍNA HIF-1. 

 

Una de las dianas del complejo VCB-CUL2 es HIF-1 como ya se dijo, factor que 

juega un papel fundamental en la regulación de genes envueltos en metabolismo 

energético, angiogénesis y apoptosis en respuesta a hipoxia.(166,167) 

 

A partir de los 47  tumores analizados se encontró que el 89,4% de ellos 

presentaron sobreexpresión de HIF-1, hecho que viene a decir que en este subtipo de 

tumores (carcinoma renal de células claras) se produce un aumento significativo de la 

expresión de HIF-1 en la mayoría de los casos. Este dato concuerda con lo referido en 

la bibliografía. 

Las mutaciones en el dominio  de VHL reducen la unión de ambas proteínas 

(VHL y HIF-1) y por tanto bloquean la degradación de HIF-1.(168–171) Las mutaciones 

en el dominio  de VHL también estabilizan HIF-1 ya que previene la formación del 

complejo VCB. En dicho estudio todas las mutaciones de VHL se encontraban dentro 

del dominio , por lo que esperábamos ver expresión de HIF-1 en los tumores 

mutados y de acuerdo con lo esperado todos los tumores que presentaron mutación, 

excepto un caso, expresaban HIF-1. 

En cuanto a la relación de la expresión de HIF-1 con el pronóstico de los 

pacientes, no está clara que la expresión de dicha proteína conlleve a un peor 

pronóstico. Autores como Lidgren y cols.(87) investigaron la expresión de esta proteína 

en 66 casos de célula clara, 20 papilares y 6 cromófobos, concluyendo que los niveles 

de HIF-1 varían de unos subtipos de CCR a otros y que en el CCR convencional HIF-1  

es independiente como factor pronóstico. No se vio asociación entre la expresión de 

HIF-1 con el estadio tumoral, grado, tamaño o presencia de metástasis. En otro 
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estudio, como el de Klatte y cols,(95) hallan importancia en la expresión de HIF-1 como 

indicador pronóstico en pacientes con CCRCC metastático, ya que correlacionaron una 

elevada expresión de la proteína con una supervivencia pobre y sugieren que, en 

conjunto, las proteínas HIF-1α y CA-IX representan unos marcadores complementarios 

ideales para la predicción del pronóstico. En nuestro estudio no se halló relación 

estadísticamente significativa con el estadio pT, pN y pM, ni con el TNM, ni en general 

con ninguna de los parámeros clínicos aunque el hecho de que la mayoría de los 

tumores sobreexpresen  HIF-1 puede ser la explicación.  Esto es lógico, HIF-1 es la 

diana directa de VHL, si VHL no correlaciona, HIF-1 es difícil que lo haga. 

Sí se vio que la expresión de este factor correlacionaba significativamente con 

el grado de Fuhrman. Los únicos casos negativos, correspondían a grados altos, 3 y 4. 

Lo cual no concuerda con lo esperado. Una explicación podría ser que el efecto de VHL 

sobre HIF-1 sea necesario en la génesis del tumor pero no en los estadios más 

avanzados donde ya está el tumor establecido. 

 

 

5.5.- ESTUDIO DE LA PROTEÍNA VEGF. 

 

Entre los recientes avances en el desarrollo de las terapias diana para el 

tratamiento del cáncer uno de los temas que ha generado mayor interés es el 

desarrollo de agentes inhibidores de la angiogénesis .(42,172) Los tumores requieren un 

crecimiento y remodelación vascular cons tante, generalmente no pueden crecer mas 

allá de 1-2 mm de diámetro sin desarrollar un aporte vascular . Hoy por hoy se han 

descrito muchos factores pro y antiangiogénicos . Uno de los factores de mayor 

importancia en el desarrollo vascular es la proteína VEGF.(50) 

Como ya es sabido, en un alto porcentaje de carcinomas renales de células 

claras se produce inactivación del gen supresor VHL, inhibiéndose la generación de un 

complejo transcripcional de elongación denominado elongina que regula 

negativamente el factor inducible de hipoxia (HIF-1α) que activa los genes que regulan 
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ciclo celular, angiogenesis y formación de matriz extracelular ;(37,173) lo que da lugar, 

entre otras, a una sobrexpresión de VEGF.  

 

 

Las terapias con agentes directos contra las proteínas del VEGF o del receptor 

de VEGF han demostrado inicialmente una actividad clińica en el carcinom a renal 

metastásico, ya que el tratamiento directo contra el VEGF parece tener una fuerte 

racionalidad biológica, como se ha demostrado en diversos ensayos clińicos . Es 

interesante plantearse determinar la expresión del VEGF en tumores renales de células 

claras, con la intención de establecer grupos de tumores en los que podría ser más 

eficaz este tipo de tratamientos. 

De los 47 casos analizados en este estudio, 16 casos fueron negativos y 31 

positivos para la expresión de VEGF. La expresión de VEGF se correlacionó con grados 

de Fuhrman altos, con estadios TNM altos y con la presencia de metástasis a distancia.  

De hecho en el análisis multivariante la única variable que se relación con la presencia 

de metástasis fue la expresión de VEGF, de manera que los pacientes que tienen VEGF 

expresado multiplican por 8 la probabilidad de sufrir metástasis en el momento del 

diagnóstico. Podemos decir por tanto, que la expresión de la proteína VEGF presenta 

un comportamiento que podría establecerse como marcador pronóstico. 

Apoyando los resultados de este estudio, diversos autores relacionan la 

expresión de VEGF con la presencia de metástasis, ya que es un factor importante en la 

creación de nuevos vasos sanguíneos, por lo que VEGF está ligado a un mal 

pronóstico.(172) Además incluso en estudios en los que se ha analizado la expresión de 

VEGF en tumores no metastásicos, la expresión de éste estaba ligada a estadios TNM y 

grados avanzados.(174) 

Los resultados obtenidos hacen interesante el estudio de  la expresión del VEGF 

en los tumores renales de células claras , utilizando series más amplias y comparando 

los casos en el mismo  estadio  independientemente  de su  evolución, lo cual podriá 

permitir separar  grupos de  tumores  en base a la  expresión  del  VEGF, abriendo la 

posibilidad al beneficio terapéutico de la inhibición del VEGF.  
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5.6. ESTUDIO DE LAS MAPK (ERK5 Y ERK2). 

 

El hecho de elegir las proteínas ERK5 y ERK2 como MAPK a analizar en este 

estudio viene debido a que ambas proteínas están relacionadas con proliferación y, en 

concreto ERK5, con la vascularización, que como ya se ha comentado, es un proceso  

abundante en el CCR. Además, VHL controla tanto a HIF1-α como a ERK5 lo que, desde 

el punto de vista biológico, puede tener distintos significados.(60) Por un lado, el que 

ambas proteínas estén controladas por VHL hace que las dos se estén degradando en 

condiciones normales de oxígeno y en las que VHL es funcional en la célula; sin 

embargo, esta degradación es diferente en cuanto a la eficiencia ya que la degradación 

de HIF1-α es más eficaz que la de ERK5. Por otro lado, ambas proteínas poseen dianas 

comunes, por lo que en condiciones en las que HIF1-α no fuera funcional, como puede 

ser en normoxia, la regulación de esos genes diana dependería de ERK5; esto 

supondría una vía de regulación alternativa de genes que se expresan principalmente 

en hipoxia por la inducción de HIF1-α.(175) Además, determinados estudios han 

propuesto la existencia de una regulación de HIF-1α mediada por ERK5.(176) Este hecho 

serviría para controlar el exceso de genes que se transcriben en respuesta a hipoxia, 

ERK5 estaría controlando la estabilidad de HIF1-α evitando un aumento excesivo de los 

niveles de las proteínas diana, entre las que se encuentra VEGF, principal responsable 

de la angiogénesis. De cualquier modo, VHL es considerado como un supresor de 

tumores, lo cual encaja con el efecto inhibitorio sobre ERK5, una ruta claramente 

implicada en crecimiento celular. 

Desde el punto de vista clínico, el papel de ERK5 en crecimiento celular y cáncer 

sería consistente con datos que reflejasen expresión de dicha proteína en tumores de 

pacientes con peor pronóstico. Así, en un estudio realizado por Arias y cols.(60) se vio 

que en casos diagnosticados como carcinoma renal de célula clara, pacientes con un 
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bajo estadio TNM presentaban muy bajos (o inexistentes) niveles de proteína ERK5. De 

la misma forma, los pacientes con altos niveles de ERK5 en tejido tumoral 

correlacionaban con estadios más avanzados de la enfermedad. En consonancia con 

ello, en nuestro caso la sobreexpresión de ERK5 en tejido tumoral con respecto al 

parénquima renal sano, correlacionó con estadios TNM avanzados y con la presencia 

de metástasis a distancia.  

La ruta de ERK5 también se ha asociado a diferentes procesos angiogénicos. Se 

ha relacionado tanto con la angiogénesis embrionaria, necesaria para la correcta 

formación de nuevos vasos, como con procesos de angiogénesis en adultos, 

importante para la curación de heridas y, además, con procesos patológicos como es la 

angiogénesis tumoral. En el presente estudio, las muestras tumorales presentaron 

aumento de la expresión de la proteína ERK5 en el 58% de los casos, correlacionando 

de manera significativa con VEGF. Como ya se mencionó, parece ser que ERK5 regula 

los niveles de VEGF en procesos de hipoxia, siendo éste uno de los factores de 

crecimiento necesarios en la formación de nuevos vasos.(176,177) Este hecho es 

consistente con que en nuestro estudio la mayor parte de los tumores que expresaron 

VEGF, sobreexpresaron ERK5 (21 de 31 casos). Además apoya el que VHL regule 

también a ERK5. 

La expresión de VEGF y ERK5 se relacionó con estadios tumorales altos así 

como con la presencia de metástasis, por lo que también podría establecerse como 

marcador pronóstico. Esto concuerda con lo descrito por otros autores los cuales 

sugieren que ERK5 podría considerarse un biomarcador nuevo para el carcinoma renal 

de célula clara(60) y supondría una buena herramienta a la hora de establecer un 

protocolo de seguimiento más individualizado del paciente. Es más, el estudio de la 

ruta de ERK5 podría ser de gran potencial terapéutico, de hecho, en nuestro grupo 

(datos no mostrados), hemos comprobado el efecto tóxico de diferentes inhibidores 

de ERK5 sobre líneas celulares provenientes de CCRCC como son las ACHN; lo que 

también apoya que ERK5 pueda ser diana terapéutica en el CCRCC. Además, la 

importancia de ERK5 como marcador pronóstico se podría extrapolar a otros tipos de 

cánceres, un ejemplo de ello es el estudio realizado por Simões y cols.(178) los cuales 
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relacionan la ruta de ERK5 con progresión tumoral y metástasis. Es más, diversos 

autores han mostrado interés recientemente por esta proteína realizando estudios en 

los que han descrito alteraciones en ERK5 en otro tipo de tumores como próstata, 

mama, hepatocarcinoma o mieloma múltiple.(78–80) 

En cuanto a  ERK2 , no se encontraron variaciones en los niveles de expresión 

de la proteína en tejido tumoral y tejido sano.  Esta proteína posee una alta homología 

a ERK5, motivo por el cual se planteó su estudio; pero no hay evidencias de que sea 

diana de VHL, lo que podría justificar esta ausencia de variación en el carcinoma renal 

de células claras con respecto al parénquima renal sano. Además ERK2 es una proteína 

casi de expresión constitutiva (ya que en todos los tejidos hay ERK1/2). Por lo que 

hubiese sido deseable realizar estudio de funcionalidad (estudiar si la proteína se 

encuentra fosforilada) debido a su implicación en proliferación, pero el uso del fosfo-

anticuerpos implica un procesado de la muestra rápido y dado el tipo de metodología 

empleada para extraer la muestra el número de falsos positivos sería muy elevado. 

ERK2, no parece un buen biomarcador ni parece estar implicado en esta patología. De 

hecho evidencias en cultivo (no mostradas) indican que células derivadas de CCR 

pueden crecer en presencia de inhibidores para ERK1/2, pero si es en presencia de 

inhibidores de ERK5 las células presentan una alta toxicidad al inhibidor. Además 

existen estudios en los que se ha observado la existencia de unos genes diana 

comunes para las rutas de HIF1-α y de ERK5 que no se ven afectados por la ruta de 

ERK2,(175) hecho que también indica que la ruta de las proteínas ERK1/2 no se vea 

afectada por la ruta de VHL. 
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6. CONCLUSIONES 

 

1.- CA-IX es un marcador específico del carcinoma renal de células claras. Las 

técnicas de inmunohistoquímica y de Western blot para la detección de la expresión 

anómala de proteína CA-IX en CCRCC son válidas para el apoyo de las técnicas 

diagnósticas basadas en la morfología tumoral. 

2.- El carcinoma de células renales de células claras de aparición esporádica 

presenta alteraciones en el gen VHL, por mutación y/o metilación, en porcentajes de 

26% y 21,7% respectivamente.  

3.- El estudio mediante inmunohistoquímica de VHL no es relevante en el 

CCRCC. Las alteraciones en el gen VHL (mutación/metilación) no se  correlacionan con 

un patrón determinado de expresión de la proteína VHL por  inmunohistoquímica. 

4.- La expresión de VHL no se correlacionó con la expresión de las otras 

proteínas implicadas en la vía de señalización. La ausencia de expresión de proteína 

VHL se asocia con  grados de Fuhrman altos. 

5.- Los CCRCC presentan, en general, un aumento significativo de la expresión 

de HIF-1. 

6.- Las proteínas VEGF y ERK5, pueden establecerse como marcadores 

pronósticos. La expresión de ambas proteínas está correlacionada entre sí y se 

expresan, en mayor porcentaje, en grados de Fuhrman y estadios TNM más altos. 

Además, su expresión está directamente ligada a la presencia de metástasis a 

distancia. 
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INTRODUCCIÓN 

El carcinoma de células renales representa aproximadamente el 90% de los 

tumores renales malignos en adultos, siendo la variedad de células claras la más 

frecuente. Dentro de los factores genéticos que pueden afectar a este tipo de tumores 

destacan las alteraciones en el gen supresor tumoral VHL. Este gen codifica una 

proteína denominada VHL, la cual desarrolla su función como supresor tumoral 

provocando la degradación de HIF-1α, factor de transcripción cuya misión es la 

transactivación de ciertos genes cuyo producto proteico aumenta la disponibilidad de 

oxígeno (VGEF, PDGF, EPO, etc.), o que están relacionados con la regulación del pH 

(CA-IX) cuando el oxígeno ambiental es limitado. En presencia de una actividad normal 

de VHL y con condiciones ambientales de oxígeno normales, HIF-1 se degrada y no 

ejerce su función. Sin embargo, en condiciones de baja tensión de oxígeno, VHL no 

ejerce su función ubiquitín ligasa, HIF1-alfa no es degradado y se activa la transcripción 

de sus genes diana. A su vez se ha descrito el hecho de que la proteína VHL controle 

tanto a HIF1-α como a ERK5, proteína perteneciente al grupo de las MAPK que se ha 

relacionado con vascularización y, al igual que las proteínas ERK 1,2, con proliferación 

celular. Todo ello hace interesante evaluar la implicación de la ruta de señalización 

mediada por VHL y MAPK en el CCR. 

OBJETIVOS 

-Determinar la existencia de mutaciones y alteraciones epigenéticas (metilación 

del promotor) en el gen VHL en tejido renal tumoral de pacientes con carcinoma renal 
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esporádico de célula clara y caracterizar, por western blot y/o inmunohistoquímica, el 

estado de expresión de las distintas proteínas que forman parte de la vía metabólica 

de señalización desencadenada por VHL, como CA-IX, HIF-1 y VEGF y de las MAPK 

implicadas en proliferación como ERK5 y ERK1/2. 

-Valorar la utilidad de la determinación de la expresión de la proteína CA-IX 

como biomarcador en el carcinoma de células renales y cuál de los métodos para la 

detección de su expresión es más útil. 

-Analizar si la expresión de VHL se asocia con la expresión de las otras proteínas 

implicadas en su vía de señalización. 

-Determinar el valor pronóstico y diagnóstico de la existencia de mutaciones y 

metilación en el gen VHL, así como de la expresión de VHL y de las proteínas de las vías 

de señalización analizadas. 

 

MATERIAL Y MÉTODO 

Estudio descriptivo observacional, analítico y transversal sobre 76 pacientes 

diagnosticados de CCR y tratados quirúrgicamente en el Servicio de Urología del 

Complejo Hospitalario Universitario de Albacete entre los años 2006 y 2011. Se 

obtuvieron muestras de tejido tumoral y parénquima renal de los especímenes 

quirúrgicos. A dichas muestras se les realizó un análisis de expresión de la proteína CA-

IX por inmunohistoquímica; además se les extrajo proteína para realizar el análisis de 

expresión de la misma proteína mediante la técnica de western blot. De esos 76 

pacientes se seleccionaron los 50 diagnosticados de CCRCC a los se extrajo: ADN, para 

realizar el estudio genético y epigenético de VHL. Para el estudio de las mutaciones del 

gen se amplificaron los 3 exones que conforman el gen VHL mediante la técnica de PCR 

y se sometieron a secuenciación automática. Para el estudio epigenético se analizó el 

análisis de hipermetilación de tres amplicones que componen el mayor número de 

sitios CpG del promotor de VHL. También se extrajo proteína para realizar el análisis de 

expresión de las proteínas ERK5 y ERK1,2 por western blot y se realizó un análisis de 

expresión de las proteínas VHL, HIF-1 y VEGF por inmunohistoquímica. 
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RESULTADOS 

 

La edad media de los pacientes fue de 64,1 años, con una distribución por sexos 

de 52 hombres (68,4%) y 24 mujeres (31,6%). La cirugía realizada mayoritariamente 

consistió en nefrectomía radical en un 84,2% y en 12 (15,8%) se practicó nefrectomía 

parcial. Respecto a la clínica el hallazgo incidental de los tumores fue la causa más 

frecuente (55,9%). El tipo histopatológico de mayor frecuencia fue el de células claras 

encontrado en 50 casos (65,8%), seguido del cromófobo (17,1%). En un 40,3% de los 

casos el grado nuclear de Fuhrman fue el 2. Un 34,2% de los pacientes tenían un 

estadio pT1b al diagnóstico y tan solo el 9,2% fueron estadio pT3b. El 27,6% de los 

casos presentaron metástasis a distancia en el momento del diagnóstico. Con respecto 

al estadio TNM, el estadio I fue el más frecuente con 39 casos de los 76 (51,3%), 

seguido del IV con 21 (27,6%).  

En cuanto a la expresión de CA-IX, todos los CCRCC fueron positivos para CA-IX. 

Podemos considerar ambas técnicas como válidas para el diagnóstico de CCRCC. No se 

encontró relación entre la expresión de CA-IX y el grado de Fuhrman ni con el estadio 

pT. Sí se comprobó que en estadios más altos así como en presencia de metástasis 

había un mayor porcentaje de casos que expresaban la proteína CA-IX. 

Con respecto al estado mutacional del gen VHL, se detectaron 13 mutaciones 

(26%) en los 50 pacientes de CCRCC distribuidas en los 3 exones pero con mayor 

porcentaje en el exón 1 (53,8%) y siendo la deleción la más frecuente (38,5%). Se 

encontró un mayor número de mutaciones en el riñón derecho. Con respecto al grado 

de  Fuhrman, las mutaciones se dieron con mayor frecuencia en los grados 1 y 2 (p= 

0,036). No se observó que la existencia de mutación se correlacionara con estadio pT, 

pN, pM ni TNM.  

De 46 pacientes analizados con CCRCC se encontraron 9 pacientes con 

hipermetilación en el promotor del gen VHL. Apareció hipermetilación en mayor 

porcentaje en los tumores que presentaron síntomas. Se observó una tendencia lineal 

entre la presencia de metástasis a distancia y una mayor proporción de casos con 

hipermetilación del gen VHL . Más del 50% de los casos expresaron la proteína VHL por 
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inmunohistoquímica. Los casos que no expresaron VHL correspondieron a tumores con 

Fuhrman más altos (14,30% de grado 3 y 54,50% de grado 4).  

La expresión de HIF-1α fue positiva en la gran mayoría de los casos (89,4%). En 

cuanto a VEGF y ERK5, su expresión correlacionó con estadios TNM avanzados y con la 

presencia de metástasis. Además la expresión de VEGF se relacionó también con 

grados de Fuhrman altos.  

 

CONCLUSIONES 

 

CA-IX es un marcador específico del carcinoma renal de células claras. Técnicas 

como la inmunohistoquímica y de western blot son válidas para su detección pudiendo 

servir de apoyo a las técnicas diagnósticas de CCRCC basadas en la morfología tumoral. 

El CCRCC presenta alteraciones en el gen VHL, por mutación y/o metilación, en 

porcentajes de 26% y 19,6%. Dichas alteraciones no correlacionan con la expresión de 

la proteína por inmunohistoquímica. La expresión de VHL no se correlacionó con la 

expresión de las otras proteínas implicadas en la vía de señalización, pero su ausencia 

se asocia a grados de Fuhrman altos, indicando peor pronóstico. En cuanto a HIF-1, 

su diana directa, se expresa en un alto porcentaje en el CCRCC, lo que, al igual que CA-

IX, lo haría buen biomarcador. 

Las proteínas VEGF y ERK5, pueden establecerse como marcador pronóstico. La 

expresión de ambas proteínas está correlacionada entre sí y se expresan, en mayor 

porcentaje, en grados de Fuhrman y estadios TNM más altos. Además, su expresión 

está directamente ligada a la presencia de metástasis a distancia. 
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-TABLA RESUMEN GENERAL DE RESULTADOS DE LOS 

ANÁLISIS REALIZADOS A LOS CCRCC Y SU CLÍNICA. 

 



Muestra Mutado Metilado 
CA-IX 
WB 

CA-IX 
IHQ 

VHL 
IHQ 

HIF 
IHQ 

VEGF 
IHQ 

ERK5 
WB ERK2WB 

Grado 
Fuhrman pT pN pM TNM 

01-06 No Si + + + + + + = 3 pT3b pNx pM1 IV 

02-06 No No + + + + + + = 2 pT1a pNx pMx I 

03-06 No No + + + + - - = 3 pT1a pNx pMx I 

05-06 No No + + + + + + = 2 pT2 pNx pMx II 

06-06 Si No + + + + + + = 3 pT1b pNx pMx I 

07-06 No No + + + + + + = 2 pT3b pNx pM1 IV 

08-06 No No + + + + + + = 2 pT1b pNx pMx I 

09-06 Si No + + + + - + = 1 pT1b pNx pMx I 

10-06 No No - + + + + - = 2 pT1b pNx pMx I 

01-07 No No + + + - + - + 3 pT2 pNx pM1 IV 

04-07 No Si + + + + + - = 3 pT1b pNx pM0 I 

07-07 No  + + -   + = 4 pT1b pNx pMx I 

09-07 No No + + + + + + = 2 pT1a pNx pM1 IV 

10-07 No No + + + + + - = 2 pT1b pNx pM0 I 

14-07 Si No + + + + + + = 2 pT2 pNx pM0 II 

15-07 No Si + + + + + + = 4 pT3b pN0 pM1 IV 

20-07 Si No + + + + + + = 2 pT3a pNx pM1 IV 

01-08 Si Si + + + + + - = 4 pT3b pNx pM1 IV 

02-08 Si  + + + + - - = 2 pT1b pNx pM0 I 

05-08 No No + + - + + + = 4 pT3a pNx pM1 IV 

06-08 No No + + + - - - = 3 pT2 pNx pM0 II 

07-08 No No + + + + - - = 2 pT1a pNx pM0 I 

08-08 Si No + + + + + + = 1 pT1a pNx pM0 I 

09-08 No  + + +   + = 4 pT3a pNx pM1 IV 

12-08 No  - + -   + = 4 pT3b pNx pM1 IV 

13-08 No No + + + + + - = 2 pT2 pN0 pM0 II 

15-08 No No + + - - + + = 4 pT3b pNx pM1 IV 

18-08 No No + + + + - + = 2 pT2 pNx pM1 IV 

01-09 Si Si + + + + - - = 2 pT1b pNx pM0 I 

02-09 No No + + - - - + = 3 pT2 pN0 pMx II 

03-09 No No + + + + - - = 2 pT2 pN0 pM0 II 

04-09 No No + + + + - + = 2 pT1b pNx pM0 I 

05-09 No Si + + + + - + = 3 pT2 pNx pM0 II 

06-09 No No + + + + + + = 4 pT3a pNx pM1 IV 

07-09 Si No + + - - + + = 4 pT1b pNx pM1 IV 

08-09 No No + + + + - - = 2 pT1a pNx pM0 I 

09-09 No No + + + + - - = 1 pT1b pNx pM0 I 

11-09 No No + + - + + + = 4 pT3b pN0 pM1 IV 

12-09 Si No + + + + - - = 1 pT3a pNx pMx III 

01-10 No No + + + + + - + 3 pT2 pNx pMx II 

04-10 No Si + + - + + + + 3 pT1a pNx pM1 IV 

05-10 Si No + + + + - - = 2 pT3a pNx pMx III 

06-10 No No + + + + + - = 3 pT1a pNx pMx I 

08-10 No No + + + + + - = 2 pT1b pNx pM0 I 

09-10 No Si + + + + + - = 4 pT3a pNx pM1 IV 

10-10 No Si + + + + + + = 3 pT3a pNx pM1 IV 

11-10 Si No + + + + + + = 2 pT1a pNx pM0 I 

03-11 No No + + + + + + = 3 pT2 pNx pMx II 

05-11 Si No + + + + - - = 2 pT2 pNx pM1 IV 

07-11 No No + + + + + + = 3 pT2 pN0 pM0 II 
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