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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

El carcinoma de células renales (CCR) es el conjunto de neoplasias malignas del parénquima renal. El
CCR representa el 2-3% de todos los tumores sdlidos’. Se origina en la corteza renal, y supone el 80-
85% de todos los tumores renales, seguido del carcinoma urotelial (8%). EI tumor de Wilms aparece en la
edad infantil (5-6% del total de tumores renales). Otros tumores, como el oncocitoma, el de conductos
colectores o los sarcomas renales son mucho mas infrecuentes.

1.1. EPIDEMIOLOGIA.

El CCR es el 9° cancer mas frecuente en varones, y el 14° en mujeres. Se estima que en 2012 hubo
338.000 casos incidentes de tumores renales en el mundo, un 90% de los cuales fueron CCR, que
causaron 143.000 fallecidos?. Es la tercera neoplasia urolégica mas frecuente, después del cancer
de préstata y del tumor vesical, y la que mayor letalidad demuestra. La incidencia del CCR varia
segun las regiones y paises?, siendo mas frecuente en la Republica Checa y en Estados Unidos®. En
Estados Unidos se calculan alrededor de 64.000 nuevos casos por afio, y unos 14.000 muertos
anuales*. En la Unién Europea los diagnésticos son alrededor de 84.000 al afio, con 35.000 muertes
debidas al CCR en el afio 20125, En Espafia se registré una tasa en 2011 de 13,2 casos de CCR por
cada 100.000 habitantes, esperando un aumento de su incidencia hasta aproximadamente 15
casos/100.000 habitante en 20228, con una tendencia de ascenso de incidencia mas acusada en
mujeres. En 2015 la incidencia estimada de CCR en Espafia fue de 5579 casos’. En cuanto a la
mortalidad registrada en Espafia, en el afio 2015 fue de 10,58 por cada 100.000 habitantes en
varones, y de 3,83/100.000 en mujeres®.

Casos de CCR por

100.000 habitantes
<0.77
0.77t0<1.5

H 15t0<28

B 78t0<6.5

m 68
Sin datos

Figura 1. Casos de CCR por 100.000 habitantes en el mundo (adaptado de Hsieh y cols.?).
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Incidencia y mortalidad por CCR
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Figura 2. Incidencia y mortalidad de CCR en Europa (adaptado de Ljundberg, et.al.)'™.

1.1.1. Incidencia. La incidencia de CCR parece aumentar progresivamente a lo largo de los
afnos, lo que no parece solo atribuible al aumento del diagnéstico incidental; esto se evidencia en
que también aumenta la incidencia en paises con medios-bajos recursos sanitarios (v.g. en
Iberoamérica)'". Este aumento de incidencia es mas marcado en hombres que en mujeres. Dado
que existe una conocida asociacion entre CCR y el tabaquismo, la obesidad, la hipertensién y el
estatus socioeconémico, estos factores pueden estar influyendo en este cambio de incidencia'2.
En cuanto a la incidencia segun sexo, el CCR se presenta en hombres con una proporcién 2:1
con respecto a mujeres’s.

El rango de edad mas probable para el desarrollo de un CCR es entre la sexta y octava décadas
de la vida, con una edad media en torno a los 64 afios'. Es extremadamente inusual en
pacientes por debajo de 40 afios'®.

1.1.2. Mortalidad. En cuanto a la mortalidad, la supervivencia a los 5 afios del diagndstico de un
CCR se ha duplicado en los Ultimos 50 afios, desde un 34% en 1954 hasta un 73% en 201116,
No obstante, la incidencia de CCR ha aumentado tres veces mas que la mortalidad', lo que
parece indicar una mejora de la supervivencia global, bien por el diagnéstico precoz, bien por un
aumento de los casos incidentales, bien por una mejora en los tratamientos sistémicos.

El prondstico parece peor en hombres (con un riesgo de muerte cancer especifica 3 veces
mayor que las mujeres)®.
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En Europa, la tasa de mortalidad aument6 hasta los afios 90 de forma paulatina, pero desde
entonces se ha estabilizado’. Se ha comprobado que el desarrollo socioecondémico tiene un
impacto en la mortalidad por CCR, y en los paises escandinavos ésta se redujo ya desde los 80,
siendo algo mas tardia la disminucién en Francia, Alemania, Austria, Holanda, Italia y Espafa’. Y
de forma coherente con lo anterior, alin algunos paises como Croacia, Estonia, Irlanda, Grecia y
Eslovaquia siguen teniendo tasas de mortalidad en aumento hoy en dia'®

La mejora de las tasas de supervivencia en los paises mas desarrollados parece consecuencia
de una serie de factores distintos: por un lado, la deteccion mas precoz de estos tumores,
habitualmente con tamafios inferiores a 4cm, que permite en la mayoria de los casos un
tratamiento con intencién curativa''. Por otro, los tratamientos para el CCR en fase diseminada
han cambiado la expectativa de vida de los pacientes de forma reciente, aunque el acceso a
estos farmacos supone una inversion considerable. De esta forma, la supervivencia cancer
especifica en Europa a 5 afios del diagnéstico ha pasado del 60,6% entre 2000 y 2007 a un

72,4% en 20102,
70 1
B0 4 ._f‘_.‘_._._._'._‘_..PAC:D:S?
i
e-o——l'""_._._
50 4
40 4
—a—Prevalencia
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Figura 3. Tendencia de prevalencia, incidencia y mortalidad por cancer renal en Espafia en hombres
(Souza DLB, et.al.)®.
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Figura 4. Tendencia de prevalencia, incidencia y mortalidad por cancer renal en Espafia en mujeres
(Souza DLB, et.al.)®.

1.1.3. Presentacion. Al diagnostico, el CCR se puede presentar en diferentes situaciones
clinicas?!. Hasta el 65% de los casos son detectados en fase localizada de la enfermedad. De
forma complementaria, solo el 16% de los casos son diagnosticados con diseminacion
ganglionar, y otro 16% en fase metastasica.

A lo largo de los afios se ha detectado una disminucion del tamafio de los tumores en el
momento del diagndstico?', gracias al aumento del diagnostico incidental del CCR mediante
pruebas de imagen. Esto se tradujo en una disminucién desde una media de 4,1cm en 1993 a
3,6cm en 2003.

De esta forma, y tal y como se ha comentado previamente, a lo largo de los Ultimos afios se ha
comprobado un aumento del numero de casos diagnosticados debido tanto a un diagnostico
incidental cada vez mayor como a un probable aumento de la incidencia real del CCR. Este
aumento de la incidencia se ha acompafiado de una disminucion del tamafio medio de los
tumores diagnosticados. Por el contrario, tanto la probabilidad de desarrollar metastasis (30%)
como la mortalidad (30%-35%) se han mantenido estables.

1.2. FACTORES DE RIESGO.

Se han asociado varios factores con el desarrollo del CCR, aunque se considera que el factor mas
relevante es el genético. A continuacién, se describen los factores de riesgo establecidos para el
CCR:
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1.2.1. Tabaquismo. Se asocia no sdlo a un aumento de su incidencia?, sino también a
enfermedad mas avanzada en el momento del diagndstico®. Se estima que el tabaquismo
aumenta un 50% el riesgo de padecer un CCR en varones, y un 20% en mujeres?*.

1.2.2. Hipertension. No se conoce claramente el mecanismo, pero se ha demostrado una fuerte
asociacion entre HTA y desarrollo de CCR2,

1.2.3. Obesidad. El riesgo relativo de desarrollo de CCR se incrementa progresivamente en
funcion del incremento del indice de masa corporal®. Se estima que aumenta el riesgo de
padecer un CCR un 24% en varones y un 34% en mujeres?’.

1.2.4. Enfermedad quistica adquirida. Se calcula que los pacientes en dialisis con enfermedad
quistica adquirida tienen hasta 30 veces mas riesgo de padecer un CCR que la poblacién
general®,

1.2.5. Exposicion toxica. Se conoce asociacion entre CCR y algin téxico ambiental o
profesional como el cadmio, el asbesto y los productos derivados del petrdleo. No obstante los
estudios de exposicion ocupacional estan limitados por la falta de datos sobre la propia
exposicion.

1.2.6. Factores genéticos. La mayor parte de los CCR son esporadicos; no obstante algunos
sindromes han sido asociados al CCR hereditario: poliquistosis renal autosémica dominante,
enfermedad de Von Hippel Lindau (VHL) y otros sindromes hereditarios que se trataran de forma
especifica mas adelante.

1.2.7. Otros factores de riesgo. La litiasis renal, la diabetes mellitus, el alcohol y el tratamiento
con quimioterapicos han sido relacionados con el desarrollo de CCR.

1.3. PREVENCION.
Con anterioridad se han reflejado los factores de riesgo mas importantes del CCR, y la prevencién se
basa en evitar estos factores descritos:

» Tabaquismo. Con un RR de 1.38, el tabaco se asocia al CCR de forma dosis
dependiente®. El riesgo disminuye a cifras normales tras 10 afios sin fumar.

» Obesidad. El elevado IMC no s6lo aumenta la incidencia de CCR, sino que empeora su
pronostico?”. aumenta la tasa de metéstasis, y en los pacientes metastasicos en
tratamiento con terapias dirigidas empeora la supervivencia de 25.6 meses a 17.1
meses3

e Medicamentos asociados. Las estatinas® han demostrado disminuir el riesgo de
desarrollo de CCR, asi como el acido acetil salicilico parece aumentarlo. En cualquier
caso, de forma poco significativa y sin implicaciones clinicas de momento.
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1.4. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL CCR.
Las lesiones solidas renales suelen tratarse de carcinomas, aunque no puede descartarse
radiolégicamente que se trate de entidades benignas. Sélo el estudio anatomopatoldgico de la lesion
puede descartar la posibilidad de un tumor maligno. En el estudio anatomopatolégico
consideraremos: los diferentes subtipos de CCR descritos, la clasificacion TNM del mismo y la
clasificacion de Fiihrman de las alteraciones nucleares.

1.4.1. Diferentes subtipos de CCR. Se han descrito varios tipos de CCR segun la clasificacion
anatomopatolégica mas reciente realizada por la OMS3'. Menos del 5% de los CCR se consideran
inclasificables®.
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ICCR papilar|

Figura 5. Imagenes histolégicas de CCR papilar tipo 1, croméfobo y células claras. Imagen histolégica de
oncocitoma. Cortesia del Dr. C. Varona Crespo.
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1.4.1.1. CCR tipo células claras. Representa el 70-75% de los CCR. Tipicamente presenta una delecion
del cromosoma 3p, y se origina en el epitelio del tubulo proximal®2. Estan asociados especificamente a la
enfermedad de VHL. La mayor parte del CCRcc consta principalmente de células que contienen un
citoplasma claro, aunque en algunas células predomina un citoplasma eosindfilo. El patron de crecimiento
puede ser tubular, sélido y quistico.

1.4.1.2. CCR papilar o cromofilico (CCRp). Representa el 10-15% de la totalidad de los CCR. Se divide
a su vez en tipo 1y tipo 2 segun diferencias histopatoldgicas. Tienen ambos subtipos ademas diferencias
clinicas y genéticas. La mayor parte de los CCRp contienen células pequefias con un citoplasma escaso,
pero también con caracteristicas badfilas, eosindfilas o de tincién palida. Predomina un patrén de
crecimiento papilar, aunque puede haber disposiciones papilares tubulares y solidas. Las zonas
necréticas son frecuentes.

» Tipo 1: tienen caracteristicamente mejor prondstico que el resto de CCR, y se asocia con
mas frecuencia a carcinomas hereditarios, pese a que la mayoria siguen siendo
esporadicos. Este subtipo de CCRp presenta células pequefias y citoplasma palido.

» Tipo 2: a diferencia del tipo 1, se asocia caracteristicamente con formas mas agresivas de
CCR. EI CCRp tipo 2 presenta células grandes y citoplasma eosindfilo.

1.4.1.3. CCR croméfobo (CCRcr). Representa el 5-10% de la totalidad de los CCR. Se desarrolla en las
células del sistema colector, y no presentan el caracteristico aumento de lipidos y glicdgeno de otros
CCR33, Este subtipo de CCR suele tener también un comportamiento menos agresivo comparado con los
CCRcc, con una mortalidad cancer especifica del 6% en una serie de 392 pacientes con seguimiento a 33
meses®. Habitualmente, el CCRer presenta células grandes de contorno poliédrico, con citoplasma
granular o claro.

1.4.1.4. Oncocitoma. Representa el 3-7% del total. Pese a que en ocasiones diferenciar un oncocitoma
de un CCR por su histologia es una tarea dificil, este tipo de lesiones tiene un comportamiento benigno.
Habitualmente presenta un citoplasma intensamente eosinofilico y granular.

1.4.1.5. Carcinoma de conductos colectores o de Bellini. 1%. Es un tumor de agresividad
especialmente elevada, y aparece en edades mas tempranas®.

1.4.1.6. Otros CCR®, Segun las Ultimas recomendaciones de la ISUP de 2012, se han afiadido 5
entidades patologicas en el CCR: el CCR tubuloquistico, el CCR asociado a la enfermedad poliquistica
adquirida, el CCR de células claras papilar, el CCR familiar asociado a la traslocacién del factor de la
microftalmia familiar y el CCR asociado a la leiomiomatosis hereditaria. De forma paralela se han
considerado 3 entidades emergentes: el CCR folicular thyroidlike, el CCR asociado a la deficiencia de
succinato deshidrogenasa B y el CCR asociado a la traslocacion del anaplastic lymphoma kinase. Todas
estas entidades se han establecido para que la OMS reconozca estos subtipos como entidades
independientes dentro del cancer renal, por sus caracteristicas histologicas, inmunohistoquimicas y
bioldgicas.
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Variante de carcinoma de células claras multilocular de bajo
potencial de malignidad

Variante de tumor croméfobo hibrido

Traslocacion Xp11
Carcinoma renal t (6;11)

Carcinoma renal tubulo-quistico

Carcinoma renal asociado a enfermedad quistica
adquirida

Carcinoma papilar de células claras

Carcinoma renal no clasificable

CARCINOMA DE CELULAS RENALES OTROS TUMORES NO CCR
BENIGNOS MALIGNOS OTROS TUMORES
Adenoma papilar Carcinoma de células claras Tumores metanéfricos

Oncocitoma Carcinoma papilar (tipo I y Il) Tumores nefroblasticos

Carcinoma croméfobo Tumores mesenquimales

Carcinoma de conductos de Bellini Tumores mixtos mesenquimales —
epiteliales

Carcinoma medular renal Tumores neuroendocrinos

Carcinomas familiares por traslocacion Tumores hematopoyéticos

Carcinoma mucinoso tubular con células fusiformes Tumores de células germinales

Tabla 1. Nueva clasificacion del cancer renal segun el grupo ISUP de Vancouvers®.

TIPO FACTORES CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS  PARTICULARIDADES
HISTOLOGICO  GENETICOS MACROSCOPICAS  MICROSCOPICAS
VHL Bien delimitado Hipervascularizacion Agresivo
CCR de células Deleciones 3p Amarillento Nidos de células Tubulo contorneado
claras Pérdida Necrosis y claras proximal
cromosomas hemorragia IHQ: citoqueratinas,
8p, 9, 14q Afectacion venosa CA-IX, vimentina,
PBRM1 Degeneracion EMA
BAP1 quistica
Tipo 1: Tumor carnoso con  Hipovascularizacion Origen en tubulo
CCR papilar HPRCC pseudocapsula Estructuras papilares contorneado proximal
Tipo 2: Necrosis y [HQ: CK7 Multicéntrico con
HLRCC hemorragias frecuencia
c-MET Tipo 1 relativamente
Trisomia 7'y benigno
17 Tipo 2 agresivo
Mutacién 1q Bien delimitado Vesiculas Origen en células
CCR croméfobo  Pérdida de Superficie marrén intracitoplasmaticas intercalares de conductos
Cromosomas: [HQ: CK7 colectores
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1,2,6,10,13,17 Buen pronéstico
CCR de Pérdida de Bordes infiltrantes Alto grado nuclear Mal pronostico
conductos Cromosomas: Color gris claro Mitosis
colectores 1,6,8,11,18,Y Infiltrante

(Bellini)

Tabla 2. Caracteristicas de los subtipos mas frecuentes de carcinoma de células renales (adaptada de
Palacin, A).3"

VHL: Von Hippel Lindau. PBRM1: proteina polibromo 1. BAP1: proteina asociada a BRCA1. HPRCC: carcinoma de células
renales tipo papilar hereditario. HLRCC: leiomiomatosis hereditaria a carcinoma de células renales. c-MET: receptor del factor de
crecimiento hepatocitos. IHQ: inmunohistoquimica. CAIX: anhidrasa carbonica IX.

Existen diferencias clinicas y en pronostico en cuanto a los distintos subtipos de CCR, y se considera que
dentro de los mas habituales, el de peor prondstico es el CCRcc®,

SUPERVIVENCIA CANCER ESPECIFICA  5ANOS 10 ANOS  15ANOS 20 ANOS
(%1C 95%) (% IC 95%) (% IC 95%) (% IC 95%)

CCRcc 71(69-73) 62 (60-64) 56 (53-58) 52 (49-55)
CCRp 91(88-94) 86 (82-89) 85(81-89) 83 (78-88)
CCRcr 88 (83-94) 86 (80-92) 84 (77-91) 81 (72-90)

Tabla 3. Supervivencia cancer especifica (SCE) para pacientes tratados quirdrgicamente de CCR, en
funcion del subtipo histoldgico (adaptado de Leibovich, et. al.)®

1.4.2. GRADO NUCLEAR DE FUHRMAN. Las caracteristicas nucleares de las células tumorales del
CCR han demostrado ser un factor pronostico independiente para el CCR, en particular para el CCRcc®.
La clasificacion de Flihrman es una valoracion basada en el tamafio y forma del ndcleo y en la
prominencia del nucleolo. No obstante, es poco fiable para los tumores croméfobos, y segun algunos
autores también para los papilares*?. No obstante, las Ultimas recomendaciones de la ISUP sugieren que
se utilice en los papilares, pero no en los croméfobos. 36

GRADO TAMANO NUCLEAR FORMA NUCLEAR NUCLEOLOS
1 10mm Redonda y uniforme Ausentes o poco claros
2 15mm Irregular Pequefios
3 20mm Irregular Prominentes

Prominentes, con
4 220mm Atipica y multilobulada grumos gruesos de
cromatina
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Tabla 4. Clasificacion de Flihrman de alteraciones nucleares en CCR (adaptada de Palacin, A) %.

El grado nuclear de Fiihrman es un factor prondstico independiente de supervivencia en el CCR, y por
tanto esta relacionado con mayor agresividad tumoral, con mayor capacidad metastasica*'.

GRADO NUCLEAR DE FUHRMAN HR (IC 95%)
Grado 1 Referencia
Grado 2 1.16 (0.94-1.42)
Grado 3 1.97 (1.6-2.43)
Grado 4 2.82 (2.08-3.31)

Tabla 5. SCE segun grado nuclear de Flihrman (adaptado de Keegan et.al.)*!.

1.4.3. Clasificacion TNM del CCR. La estadificacion del CCR se realiza en funcién de su tamafio,
invasion extrarrenal, afectacion ganglionar y de la presencia de metéstasis. La clasificacion TNM (Tumour
Node Metastasis) es una herramienta muy eficaz en la prediccion de la supervivencia cancer especifica
(SCE), y desde su publicacién ha sido actualizada repetidas veces, la Ultima en 2017. Se ha validado
también mediante estudios multicéntricos*, y se recomienda su uso en las Guias Clinicas de la EAU', asi
como del resto de guias clinicas publicadas.

CLASIFICACION TNM CCR 2017
TUMOR PRIMARIO
Tx No se puede establecer el tumor local
T1 Tumor localizado en rifion, de menos de 7cm
T1a <=4cm
T1b >4cm pero <= a 7cm
T2 Tumor localizado en rifion pero de mas de 7cm
T2a >7cm pero <= 10cm
T2b >10cm
T3 Tumor extendido en sistema venoso, grasa perirrenal o seno renal
T3a Extendido en vena renal, grasa perirrenal o grasa del seno.
T3b Extendido en vena cava por debajo del diafragma
T3c Extendido en vena cava por encima del diafragma, o con invasion de pared de vena cava
T4 ) ) Invasion de Gerota y/o de la gldndula adrenal ipsilateral
EXTENSION LINFATICA
Nx Desconocida
NO No existe afectacion ganglionar
N1 Afectacion ganglionar
METASTASIS
MO No existen metastasis
M1 Presencia de metastasis

Tabla 6. Clasificacion TNM actualizada (adaptada de las Guias Clinicas de la EAU)*.

ESTADIO T N M

| T NO MO
I T2 NO MO
11} T1-2 N1 MO
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T3 NO/N1 MO
v T4 NO/N1 MO
Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 7. Estadificacion del CCR (adaptado de las guias clinicas de la EAU)!.

/Estadio I \ ' /Estadio [ \

e Tumor <7cm. hoits S Cerota’s fascia ° mEr de =2
. Limitado al - . Limitado al rifién
rifidn 0 Superv. a 5 afios
e Superv. a5 afios . : Adrenal gland .88% o
95% —rInferior ( _\__ Opciones terapéuticas
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Figura 6. Estadificacién del Carcinoma de Células Renales (adaptado de Hsieh et.al. 9).

1.5. ALTERACIONES GENETICAS DEL CCR.

El CCR es habitualmente esporadico, pero son identificables alteraciones genéticas que
colaboran en el desarrollo de la enfermedad. No obstante se estima que el 5% de los CCR se asocia a
algin sindrome hereditario, con su propia alteracion genética caracteristica y su evolucién clinica
particular. En este apartado se van a tratar las mutaciones mas importantes relacionadas con el CCR, asi
como las que especificamente se encuentran con mas frecuencia en los diferentes subtipos del mismo.
Ademas, se hablara de los sindromes hereditarios relacionados con CCR y de sus mutaciones
caracteristicas.

El CCR presenta caracteristicamente una alta heterogeneidad tumoral. Es un aspecto conocido
del CCR que no todas las células presentan las mismas mutaciones, y que pueden aparecer
subpoblaciones con clonaciones diferentes y desarrollar en las mismas distintos cambios genéticos®.
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1.5.1. Mutaciones relacionadas con el CCR?: se han detectado varios genes claramente relacionados
con el CCR de origen familiar. El mas importante es la inactivacién del gen pVHL, que condiciona un
aumento de la expresion de HIF1a. A continuacion se describen las alteraciones mas destacadas desde
el punto de vista genético del CCR.

1.5.1.1. Gen VHL. La pérdida de VHL, a través de mecanismos genéticos o epigenéticos, induce el
desarrollo de CCR. Es un elemento necesario pero no suficiente para inducirlo tal y como se ha
demostrado en estudios animales; otras alteraciones genéticas deben estar presentes.

La proteina del gen VHL induce la degradacion de los factores HIF1a y HIF2a, mediante la
ubiquitinizacién de los mismos, lo que induce una degradacion mediada por proteosomas.

La ausencia de funcion de la pVHL produce una acumulacién de las proteinas del complejo HIF pese a
tener una adecuada oxigenacion. Esta acumulacion de HIF induce un aumento de la angiogénesis y de
la glicélisis, lo que explica que los tejidos del CCR sean ricos en lipidos y glicdgenos (con la excepcidn
de los CCRcr).

Aparentemente el primer paso en el desarrollo del CCR es la inactivacion o pérdida del gen supresor
tumoral VHL, presente en el cromosoma 3p. En el brazo de este cromosoma se encuentra el gen VHL.
Esta delecion se aprecia en el 94% de los CCRcc, y parece tener una importancia fundamental en los
CCR esporadicos.*

Se cree que la pérdida de funcién del gen VHL del cromosoma 3p es la primera alteracién por los
siguientes hechos:

0 Esresponsable de los casos de CCR hereditario.

o0 Eslamutacion mas frecuente en todos los casos de CCR.

o Esta presente incluso en los tumores de menor tamafio (que probablemente sean
incipientes).

0 En los casos no hereditarios, en 2 de cada 3 pacientes se presenta una inactivacién
bialélica®®.

La inactivacién de este gen conduce a una produccion de isoformas andémalas de las proteinas pVHL19 y
pVHL30, lo que conlleva una identificacion de un microambiente normal como uno bajo en oxigeno, de
forma que se activa la via de la hipoxia en condiciones normales de oxigenacion (ver siguiente figura).
Esta via desencadena mdiltiples procesos que conducen a la angiogénesis, con aumento de factores
como el factor de crecimiento endotelial vascular VEGF“.

De todas formas, la via VHL, controlada por las proteinas pVHL, va mas alla de la hipoxia. Esta implicada
también en la regulacién de la paralizacién del ciclo celular via p53, y en los depdsitos de matriz
extracelular, estrechamente vinculados a la neoangiogénesis y a la invasion tisular*.
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Figura 7. Inactivacion de VHL en CCR (adaptado de Hsieh et.al.?). La pérdida de VHL (que codifica la
proteina pVHL) aumenta la produccion de HIF-1a. Esto conduce a un aumento de VEGF, y por tanto de la
angiogénesis, de forma simultanea a un aumento del factor de crecimiento endotelial en el microambiente
tumoral, asi como del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y del factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF). En la imagen también se muestran las terapias dirigidas contra estos cambios
patoldgicos.

MET: receptor del factor de crecimiento de hepatocitos. HGF: factor de crecimiento de hepatocitos. FGFR: receptor de FGF. FGF:
factor de crecimiento de fibroblastos. VEGFR: receptor de VEGF. VEGF: factor de crecimiento vasculoendotelial. PTEN:

fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa.

28

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES MEDIANTE TECNICAS DE PROTEOMICA CUANTITATIVA



INTRODUCCION

RCC
Pathways

G250 mAB

m
pVHL 18/30

p53 (17p) accumulation

- stimulation
—®inhibition/ downregulation

Eicheten|

Figura 8. Vias metabdlicas y marcadores en carcinoma de células renales (de Eichelberg®). La
activacion del gen VHL permite que se acumule HIF1a en presencia de un medio con oxigenacion normal.
Se activa su funcién estimulando el gen p53 y de forma secundaria la liberacién de factores de
crecimiento tales como VEGF, PDGF y EGF, induciendo la neoangiogénesis. Este ciclo esta intimamente
relacionado con el complejo mTOR.

pTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa; HIF: factor inducible de hipoxia; VHL: Von Hippel Lindau; MMP: metaloproteasa; mTOR:
receptor de mamiferos de rapamicina; Cascada MAPK - proteina quinasas activadas por mitégenos: incluye RAS, RAF, MEK y ERK); PI3k:
fosfoinositol 3-quinasa; VCAM: proteina celular de adhesién vascular; EpCAM: molécula de adhesion epitelial; GFR: receptor de factor de
crecimiento; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; EGF: factor de crecimiento endotelial: VEGF: factor de crecimiento vascular.

1.5.1.2. Via de la protedlisis mediada por ubiquitina (UMPP): es una via metabdlica importante
relacionada con la degradacion proteica en el proteasoma, es decir en el complejo proteico encargado de
la degradacion de proteinas. Incluye mdltiples genes, incluido el VHL. Parece por tanto que el gen del
VHL forma parte de una alteracién superior en el CCR, que estd vinculada a varios genes, todos
relacionados en ultima instancia con HIF1a.

Guo et al*’. encontraron alteraciones de este complejo en el 50% de su trabajo, con 98 CCRcc. Estas
alteraciones genéticas incluyen, ademas del gen VHL, el gen BAP1, cuya alteracidn esta presente en el
6-10% de los CCR, aunque esta mutacion es mas frecuente en los tipos CCRcc (hasta el 15%).

Las alteraciones genéticas en la via de la UMPP incluyen otros genes de importancia, como PBRM1 y
BRCA14.

1.5.1.3. Otras mutaciones en CCR. A continuacion se detallan otras mutaciones frecuentes en el CCR.
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PBRM1: presente en el 29-41% de los CCR, la presencia de esta mutacion estd
asociada con estadios mas avanzados (T3) incluso en masas de pequefio tamafio. Es
especifica del CCRcc, lo que tiene interés en el diagnéstico diferencial de los subtipos
de tumor. Esta ubicado en el cromosoma 3p y es un gen supresor® que codifica una
proteina del complejo remodelador de cromatina.

Inactivacion de los genes modificadores de histonas. La inactivacion de dos genes
codificadores de enzimas relacionadas con la modificacion de la histona, especialmente
la proteina SETD2 (alteracion presente en el 8-12% de los CCR) y la JARID1C, estan
relacionadas en la patogénesis del CCR, especialmente de los CCRcc. %0

Anomalias en la division celular. El desarrollo de CCR también conlleva anomalias
en la divisién celular. Incluye especificamente genes del complejo p53 (represor
tumoral) y de la familia Ras. Pese a que las mutaciones del p53 son raras en los CCR,
si que se encuentra habitualmente sobre-expresada en la mitad de los casos®'.

KDM5C. Presente en el 4-7% de los CCR. Es un gen que codifica una proteina
relacionada con la regulacion de la transcripcion y la remodelacion de cromatina. La via
metabdlica de la cromatina también se ve alterada por la modificacién de otros genes
relacionados con el CCR, como PRBM152,

MTOR: presente en el 5-6% de los tumores. Tiene interés pues se ha demostrado un
papel de los inhibidores del complejo mTOR en el tratamiento de los CCR
diseminados'.

Alteraciones del complejo MET. EI complejo MET se encuentra en el cromosoma 7.
La alteracion de este gen es caracteristica del CCRp tipo 1. En estos tipos de CCR se
suele apreciar un aumento del nimero de copias del cromosoma 7, con un aumento de
la actividad significativo del complejo METS3,

Activacion del complejo Fumarato hidratasa. Esta alteracion es caracteristica de los
CCRp tipo 2. Se asocia asi mismo con la activacion del complejo NRF2-ARE3.

Sobreexpresion del gen KIT. Los CCRcr no presentan habitualmente la delecién del
cromosoma 3p. En cambio, suele encontrarse sobreexpresada la funcion del gen KIT.

1.5.1.4. CCR asociado a enfermedades genéticas. Ademas de los CCR esporadicos, con sus
alteraciones genéticas caracteristicas ya comentadas, existen CCR asociados a sindromes hereditarios y
genéticos, que tienen sus propias alteraciones. Estos sindromes hereditarios habitualmente estan
acompafados de otros tipos de tumores, ademas del CCR, y la expresion de CCR en los pacientes que
tienen estos sindromes es variable. En la siguiente tabla (tabla 8), se resumen los principales sindromes
genéticos asociados al CCR, con el gen responsable, la proteina alterada, la penetrancia de CCR en esos
pacientes y los otros tipos de tumor que pueden presentar.
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SINDROME GEN PROTEINA INCIDENCIA DE CCR OTRAS EXPRESIONES CLINICAS

Von Hippel - Lindau VHL (3p) pVHL 25-45% Hemangioblastoma Quiste pancreatico
» Tumores neuroendocrinos Cistoadenoma ovarico
© Feocromocitoma
]
o
& Mutacién BAP1 BAP1 (3p) BAP1 Céncer de mama Mesotelioma
= BRCA-associated protein 1 Melanoma Tumores cuténeos no melanociticos
)
o
& CCR asociado a SDH SDHB (1p) Succinato deshidrogenasa 5-15% Paraganglioma Feocromocitoma
® SDHC (1q) Tumor carotideo

SDHD (11q)
Leiomatosis hereditariay CCR FH(1q) Fumarato hidratasa 2-21% Leiomiosarcoma uterino Cancer de vejiga
5 Céncer de mama Leiomioma cutaneo
S8
s CCR papilar hereditario MET (7q) HGFR Exclusivamente CCR
Hepatocyte growth factor receptor
Birt-Hogg-Dubé FLCN (17p) Foliculin 34% Fibrofoliculomas Neumotdrax
Quistes pulmonares

Esclerosis tuberosa TSC1 (9q) Hamartina 2-4% Astrocitomas subependimarios Angiofibromas cutaneos
2 Tuberina Angiomiolipomas Macula hipomelanocitica
-._% Quistes renales Rabdomiomas cardiacos
=
E Sindrome de Cowden PTEN (10q) Fosfatasa 34% (Cancer de mama Macrocefalia
g Sindrome de hamartoma miltiple Tensina homologa Cancer de endometrio Tumores cutaneos benignos
£ Céncer tiroideo Hamartoma intestinal
e Cancer de prostata

HPT-JT

Hyperparathyroidism jaw tumour

syndrome

HRPT2 (19)

Parafibromina

Cancer de paratiroides
Carcinoma uterino
Quistes renales

Fibromas mandibulares
Hiperparatiroidismo

Tabla 8. Sindromes hereditarios de Carcinoma de Células Renales (adaptado de Hsieh et.al°).
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1.6. DIAGNOSTICO.

Las manifestaciones clinicas clasicas del CCR (dolor en flanco, masa palpable y hematuria) son
infrecuentes. En la actualidad mas del 50% de los diagndsticos se hacen de forma incidental, en el
contexto de pruebas diagnésticas no dirigidas a esta patologia’, debido al aumento exponencial de la
realizacion de pruebas no invasivas en los paises desarrollados.

Es conocida la posibilidad de desarrollar un sindrome paraneoplasico secundario al CCR®, que puede
cursar con hipercalcemia, fiebre y eritrocitosis.

El diagnostico de CCR es basicamente radiolégico, con confirmacién histologica tras el tratamiento en la
mayor parte de los casos.

1.6.1. Sintomas clinicos del CCR.

Como se ha comentado anteriormente, la mayor parte de las masas renales son asintométicas, y no
palpables, hasta las fases finales de la enfermedad. Las manifestaciones clinicas clasicas son
infrecuentes, de forma que pocos pacientes consultan por dolor, masa palpable o hematuria.

En cuanto a los pacientes sintomaticos, se identifica un sindrome paraneoplésico en el 30% de ellos®. En
la siguiente tabla (tabla 9) se resumen los principales sindromes paraneoplasicos mas frecuentes del
CCR.
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FORMA PARANEOPLASICA ORGANO MEDIADOR SINTOMA
ENDOCRINOLOGICA CENTRAL ACTH Sd. Cushing
Prolactina Hiperprolactinemia
PERIFERICO BHCG Ginecomastia
PTHrP Hipercalcemia
Glucagon Diabetes
Insulina Hipoglucemia
Serotonina Carcinoide
EPO Policitemia
IL-6 G-CSF Neutrofilia / Leucocitosis
Ferritina Anemia
NO ENDOCRINOLOGICA MUCOCUTANEO TGF-a Acantosis nigricans
Enf. Stills
Vasculitis
Ictiosis
Sd. Wells
Eritrodermia
Penfigoide
Amiloidosis
Dermatomiositis
Artritis idiopatica
SISTEMA CENTRAL ANNA-1 Encefalitis limbica
Anti-MA2
Anti-PCA-2 Ataxia cerebral
Anti-VGKC
GAB Sd. Stiff
Antianfifisina Esclerosis lateral (ELA)
CORAZON Insuficiencia cardiaca
HIGADO IL-6
Hepatotoxina Sd. Stauffer
Enzimas lisosomales
SD. IL-1
CONSTITUCIONAL Sd. constitucional
IL-6
TNF-8

Tabla 9. Sindromes paraneoplasicos del CCR (adaptado de Hegemann y cols)%.

ACTH: hormona corticotropa.

BHCG: gonadotropina
corionica humana.

PTHrP: proteina relacionada
con la hormona paratiroidea.

EPO: eritropoyetina.

IL-6: interleukina 6.

G-CSF: factor estimulante de
granulocitos.

TGF-a: factor de necrosis
tumoral a.

ANNA-1: anticuerpo nuclear
antineuronal 1.

Anti-MA2:
neuronal nuclear.

anticuerpo

Anti-PCA-2:  proteina 2
antidegeneracion cerebelar.

Anti-VGKC: anticuerpo
anticanales  ionicos  de
potasio.

GAB: IL-6; IL-1; interleukina
1.

TNF-B: factor de necrosis
tumoral 8
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1.6.2. Exploracion fisica.
La exploracion fisica solo tiene una utilidad limitada en el diagnéstico del CCR. Sin embargo, los
hallazgos siguientes deberian desencadenar la practica de exploraciones radiolégicas:

e masa abdominal palpable

* adenopatia cervical palpable

¢ varicocele que no se reduce

» edema bilateral en las extremidades inferiores, indicativo de afectacion venosa.

1.6.3. Datos analiticos.
Los parametros analiticos que deben evaluarse en un paciente con diagnéstico de masa renal
sospechosa de CCR son:

»  Creatinina sérica.

e Filtrado glomerular (FG).

e Hemoglobina.

« Velocidad de sedimentacién globular.
» Fosfatasa alcalina.

e LDH.

e Calcemia corregida.

La funcién renal diferenciada (funcion de cada rifion de forma individualizada) debe calcularse en casos
de tumor bilateral, funcién renal comprometida y en pacientes con trastornos coexistentes que favorezcan
una insuficiencia renal futura, tales como la poliquistosis renal o la enfermedad vasculorrenal®.

1.6.4. Estudios radiolégicos.

La herramienta fundamental del diagnéstico del CCR es el estudio mediante pruebas de imagen. De
hecho, la informacién que ofrecen es tan precisa que la biopsia de la masa renal no es habitual en el
proceso diagnostico. Existen multitud de estudios que pueden aportar informacion en el CCR, pero los
mas importantes son los siguientes:

1.6.4.1. Ecografia renal. La mayor parte de las masas renales se diagnostican en contexto de una
ecografia indicada por otro motivo. Se identifica en esta exploracion una lesion sdlida en el parénquima
renal. En ocasiones se identifica un quiste complicado Bosniak Ill o IV. En estos casos, la ecografia renal
con contraste intravenoso ofrece una informacion adecuada para el diagndstico diferencial de quiste
complejo y CCR%,

1.6.4.2. TAC con contraste. Incluye de forma sistematica el térax, abdomen y pelvis, y la utilizacién de
contraste yodado tras una fase sin contraste!. Es capaz de evaluar adecuadamente el tamafio, la
extension local y afectacién vascular y la presencia de metastasis. El realce de las masas renales se
determina comparando los valores de Unidades Hounsfield (UH) obtenidos antes y después de la
administracion de contraste. Una variacion en mas de 20UH es un dato sélido de realce que apoya el
diagndstico de CCR. A fin de optimizar el diagnéstico diferencial, se deben incluir imagenes de la fase
nefrogréafica, que permite la representacion optima de las masas renales. El TAC ofrece informacién
sobre la funcién y morfologia del rifion contralateral, la extensién del tumor primario, la afectacion venosa,
la afectacion adenopatica, el estado de glandulas suprarrenales y la presencia de metastasis. Se
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recomienda realizar una reconstruccion coronal abdominal para valorar la infiltracién de estructuras
adyacentes, y para caracterizar mejor la presencia de invasion venosa®’.

1.6.4.3. Resonancia nuclear magnética (RMN). Aporta poca informacién afiadida al TAC con contraste,
aunque algunos estudios sugieren una mejor estadificacion de la invasion vascular con esta técnica. Es
necesario de igual modo un estudio dindmico, con fase basal y fase con contraste.

1.6.4.4. Otras pruebas radiolégicas no sistematicas. No son habituales en el diagnostico del CCR,
pero en ocasiones tienen un papel las siguientes pruebas: gammagrafia 6sea, TAC craneal y PET-TAC
con 16-FDG. Por otro lado, la arteriografia y cavografia han ido perdiendo utilidad a lo largo de los afios,
siendo en la actualidad pruebas de utilizacién marginal.

1.6.4.4.1. Arteriografia renal: el papel de esta prueba, invasiva y con posibles complicaciones, ha
quedado relegado con las pruebas de imagen rutinarias actuales. Es excepcional que deba solicitarse.

1.6.4.4.2. Renograma isotopico diurético y gammagrafia renal: su funcidén queda relegada en la actualidad
a casos de tumor bilateral, o de tumor unilateral con uno de los rifiones de menor tamafio que el
contralateral.

1.6.4.4.3. Gammagrafia dsea: existe un amplio consenso respecto a que la inmensa mayoria de las
metastasis 6seas en CCR son sintomaticas al diagndstico, de forma que es un estudio que se reserva a
casos sintomaticos'.

1.6.4.4.4. TAC craneal: de la misma forma que la gammagrafia 6sea, se reserva a casos sintomaticos o a
pacientes con multiples metastasis viscerales.

1.6.4.4.5. PET-TAC con 16-FDG: no ofrece mejor tasa de diagndstico que las pruebas convencionales,
asi que no tiene de momento indicacion en el CCR! %,

1.6.5. Biopsia renal.

Dentro de las pruebas de estudio histopatoldgico de las masas renales se encuentran la puncién
aspiracion con aguja fina (PAAF) y la biopsia renal con aguja gruesa (BAG). La PAAF tiene una mayor
tasa de resultados no concluyentes, en parte por el importante componente necrético de los tumores
renales, de forma que habitualmente se recomienda la realizacién de BAG'. La BAG, por el contrario,
ofrece buenas tasas de diagnédstico, y tiene un papel creciente en la vigilancia activa de las masas
renales pequefias y en las masas tratadas mediante técnicas ablativas'. No estd recomendada, no
obstante, en masas renales diagnosticadas con técnicas de imagen dinamicas (TAC o RMN) que tengan
planeada una intervencion quirdrgica’. No obstante, hay que destacar que entre el 10 y el 20% de las
BAG de masas renales no son diagndsticas®.

La concordancia entre el resultado histolégico de una BAG y el de la pieza de extirpacion quirdrgica es
bueno, alrededor del 90%5°. Es recomendable evitar la zona central del tumor, sobre todo en masas
grandes, para disminuir el tejido necrético en la muestra.

1.6.6. Cribado del CCR.
Con la actual evidencia, no existe recomendacién para el cribado sistematico del CCR. Ademas, las
masas renales se diagnostican de forma progresiva con un tamafo cada vez menor!. Por otra parte, la
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ausencia de biomarcadores séricos de CCR lo hace factible sélo con la realizacion de pruebas
diagndsticas radiologicas.

No obstante, esta situacién cambia en los pacientes con sindromes hereditarios asociados al CCR. En
estos pacientes deben realizarse pruebas de imagen periddicas para el diagnostico precoz y tratamiento
de masas lo mas pequefias posibles, con el objetivo de preservar la funcién renal.

1.7. PRONOSTICO.

Los factores que influyen en el pronéstico pueden clasificarse en: anatdmicos, histolégicos, clinicos y
moleculares’.

1.7.1. Factores anatomicos.

Los factores anatomicos incluyen el tamafio, la invasion venosa, la invasién capsular, afectacion de la
glandula suprarrenal, afectacion ganglionar y metastasis a distancia. Mayoritariamente, estos factores son
los que se agrupan en la clasificacién TNM. La afectacion venosa ha sido considerada como hallazgo de
mal pronostico en CRR, pero varios estudios han demostrado que pacientes con trombo en la vena
pueden ser rescatados con un abordaje quirdrgico agresivo. Se estima una supervivencia a 5 afios de 45-
69% para aquellos pacientes con trombo en la vena y tumor confinado al rifion'.

1.7.2. Factores histolégicos.

Los factores histolégicos incluyen: subtipo histolégico, grado nuclear de Fihrman, la invasién
microvascular, la diferenciacién sarcomatoide, la presencia de invasion del sistema colector y el grado de
necrosis tumoral.

Las diferencias prondsticas entre los distintos subtipos de CCR se resumen en la siguiente tabla.

SUBTIPO FRECUENCIA  T3-4/M+/N+AL  FUHRMAN 3-4 SUPERVIVENCIA CANCER

HISTOLOGICO (%) DIAGNOSTICO ESPECIFICA (HR)
CCRcc 80-90% 28% 28.5% Referencia
CCRp 6-15% 17.6% 28.8% 0.64-0.85
CCRer 2-5% 16.9% 32.7% * 0.24-0.56

Tabla 10. Caracteristicas y pronéstico de los subtipos de CCR (adaptado de las Guias Clinicas de la
EAU)!. * El grado de Flihrman no parece aplicable a los CCRer.

1.7.3. Factores clinicos.
Dentro de los factores clinicos se incluye el estado del paciente, la presencia de sintomas, el estado
nutricional y la caquexia, la presencia de anemia y recuento de plaquetas.

1.7.4. Factores moleculares.

Se han descrito varios marcadores moleculares predictores del pronéstico del CCR, como la anhidrasa
carbonica IX (CAIX), VEGF o HIF1a. No obstante, ninguno de estos marcadores ha mejorado la precisién
actual de los sistemas pronésticos clinicos, ni ha sido validado externamente. Por este motivo, en la
actualidad no estan recomendados en la practica clinica’.
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1.7.5. Nomogramas pronésticos.
En los ultimos afios se han desarrollado y validado externamente multiples sistemas pronosticos, mas
precisos que el TNM o el grado de Fiihrman. En la siguiente tabla se resumen los mas destacados.

O e e A

MSKCC X X X X X

Tabla 11. Resumen de los nomogramas pronésticos para CCR (adaptada de las guias clinicas de la
EAU)".

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status; LDH: lactato deshidrogenasa: MSKCC: Memorial Sloan Kettering Cancer
Center, SSIGN: Stage Size Grade Necrosis; UISS: University of California Los Angeles Ingegrated System.

1.8. TRATAMIENTO.

El tratamiento del CCR sigue siendo basicamente su extirpacién quirirgica, bien mediante nefrectomia
radical o parcial'. Incluso en tumores metastasicos, el papel de la nefrectomia citorreductora se conoce
desde principios de los afios 90, en el contexto del tratamiento sistémico mediante citoquinas. Aunque la
mejora de la respuesta al tratamiento sistémico mediante cirugia citorreductora en el nuevo escenario de
terapias dirigidas debe ser confirmada, de momento se sigue asumiendo como beneficioso, siempre y
cuando el riesgo quirdrgico no exceda ese teorico beneficio, y fundamentalmente en casos en que la
mayor carga tumoral se encuentre localizada en el rifion.

1.8.1. Tratamiento quirurgico. Sigue siendo el tratamiento fundamental del CCR, y el unico con
intencion curativa, obviando las técnicas ablativas de pequefias masas renales. Con el paso de los afios
se ha incrementado el peso de la cirugia conservadora de nefronas disminuyendo la indicacion de cirugia
radical.

1.8.1.1. Nefrectomia radical.

La extirpacion completa del rifion, con la grasa perirrenal circundante y contenida en la Gerota, y en
ocasiones también la glandula suprarrenal, se denomina nefrectomia radical. Sigue siendo la indicacion
terapéutica en tumores T2 0 mas, y en muchos de los T1b. Con el paso del tiempo, la cirugia
laparoscopica ha ido desplazando a la cirugia abierta, incluso en los tumores de mayor tamafio, aunque
sigue siendo una limitacién el acceso a masas de mas de 10cm o con invasion vascular o trombo en vena
renal.

La indicacion de linfadenectomia durante la cirugia renal sigue siendo controvertida. De momento esta
recomendada exclusivamente en los casos en que se aprecien ganglios aumentados de tamafio en las
pruebas de imagen preoperatorias o durante la cirugia. No obstante, menos del 20% de las adenopatias
sospechosas en pruebas de imagen se corresponden finalmente con adenopatias patolégicas en el
analisis histopatoldgico. En los casos en que no se identifican ganglios aumentados en las pruebas de
imagen, hasta 6 ensayos clinicos han establecido que la linfadenectomia no esta asociada a una mejora
de la supervivencia'. No obstante, la linfadenectomia si que tiene un papel importante en la
estadificacion y evaluacion pronéstica del CCR, dado que la presencia de adenopatias afectadas es un
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marcador independiente de mal pronostico.

La suprarrenalectomia se recomienda exclusivamente en tumores de polo superior de mas de 5¢cm o si
hay cambios radiologicos en los estudios previos. En los casos en que no se presenten estas
particularidades, la suprarrenalectomia no ha demostrado modificacién en la supervivencia global (SG) ni
SCE®,

1.8.1.2. Cirugia conservadora de nefronas (nefrectomia parcial).

Es la indicacién mas extendida en tumores pT1, y es de eleccién en pacientes monorrenos, con CCR
bilateral o sindromes hereditarios. Tiene una similar supervivencia cancer especifica en pT1, con mejor
funcién renal a largo plazo'.

Incluso dentro de los tumores pT1a, la dificultad quirtrgica es variable en funcion de varios aspectos,
como la localizacion del tumor, su disposicion central o periférica, su proximidad al hilio o su localizacion
anterior o posterior. Por ese motivo se han desarrollado diferentes clasificaciones para evaluarlas®. Los
nomogramas mas extendidos son la clasificacion R.E.N.A.L. y la clasificacién de Padua. Las siglas de
R.E.N.A.L. identifican los 5 elementos analizados en esta clasificacion: el radio tumoral, la localizacion
mas o0 menos exofitica, la proximidad tumoral al sistema colector en milimetros, la localizacion anterior o
posterior y la localizacion en el plano anteroposterior (polar o medial). El uso de estos sistemas de
clasificacion es util, y permite evaluar y predecir la morbilidad previa a una cirugia conservadora o a
técnicas ablativas.

1 punto 2 puntos 3 puntos
Radio (cm) <=4 4-7cm >7
Exofitico >50% <50% Endofitico
N Cercania a la via (mm) <=4 4-7cm >7
Anterior / Posterior *
Localizacion ** Polar Intermedio Medial

Tabla 12. Clasificaciéon R.E.N.A.L. de complejidad quirtrgica en cirugia parcial de CCR (adaptado de
Kutikov y cols.)".

* No se asigna puntuacion en este item. Se asigna A, P o X en funcion de localizacion.

** Se establecen tres lineas imaginarias sobre el érgano: interpolar superior / medio, interpolar medio/ inferior y medial. Se
identifica polar como por encima o por debajo de una de las lineas polares. Intermedio si cruza estas lineas polares. Medial si
>50% de la masa cruza una linea polar o si cruza la linea medial.

No se han encontrado diferencias a largo plazo entre cirugia laparoscépica o abierta, de forma que se
opta en funcion de la complejidad quirdrgica y de la experiencia del cirujano, por una u otra técnica. En
cuanto a la cirugia robética, en los analisis comparativos frente a cirugia laparoscopica ofrece resultados
comparables tanto en margenes afectados como en tiempo de isquemia y tiempo quirdrgicot? no
obstante la tendencia actual se inclina por la cirugia robdtica en los tumores de localizacion mas
desfavorable por permitir una extirpacién del tumor mas precisa, con tiempos de isquemia menores.

Los margenes afectados por tumor estan presentes en un 1-6% de los casos, independientemente de la
técnica utilizada®®. No obstante su implicacion clinica esta en entredicho y en el momento actual no esta
recomendada la indicacion de nefrectomia radical. No obstante, los pacientes con méargenes positivos
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deben ser informados de una tasa de recidiva local algo mayor, con una mayor probabilidad de necesitar
un tratamiento posterior, y se debe establecer un protocolo de seguimiento mediante técnicas de imagen
mas intenso%4.

La cirugia conservadora de nefronas ofrece una mejor funcion renal postoperatoria que la nefrectomia
radical, con menor posibilidad de insuficiencia renal a medio o largo plazo tras el tratamiento; no obstante,
la tasa de complicaciones es mayor, fundamentalmente a expensas de una mayor tasa de hemorragia, la
posibilidad de fistula urinaria o la presencia de hematuria por fistulas arteriovenosas o
pseudoaneurismas, lo que se relaciona con una mayor tasa de reintervencion (2.5% frente a 0.2% en
cirugia radical),

1.8.2. Vigilancia activa de masas renales.

Es una opcidn recomendable en pacientes mayores o con pluripatologia asociada, dado que tienen un
bajo riesgo de mortalidad relacionada con el CCR®. Se define como vigilancia activa el seguimiento de
las masas renales mediante pruebas de imagen repetidas en el tiempo, con indicacién de tratamiento
activo en los casos de progresion clinica durante el seguimiento (crecimiento mayor a 0.5cm anuales o
masa renal de mas de 4cm)%. Por el contrario, la actitud expectante se reserva para pacientes cuyas
comorbilidades desaconsejan el tratamiento activo, y en estos casos no se recomienda realizar
seguimiento mediante pruebas de imagen salvo indicacion clinica’.

1.8.3. Técnicas ablativas para el CCR.

Aligual que la vigilancia activa, puede considerarse una opcién recomendable en pacientes mayores 0
con pluripatologia asociada. Esta recomendado realizar biopsia durante el procedimiento, para confirmar
histopatoldgicamente la lesion y establecer un prondstico en funcién de su naturaleza. Estan publicados
resultados con 90% de eficacia con un 20% de complicaciones, aunque parece algo mayor el riesgo de
recurrencia local comparado con la nefrectomia parcial®s.

1.8.4. Tratamiento médico del CCR.

El tratamiento sistémico del carcinoma renal diseminado ha cambiado drasticamente en los Ultimos afios
gracias a la introducciéon de las nuevas terapias dirigidas. El tratamiento con citoquinas ofrece un
beneficio clinico discreto a expensas de una elevada toxicidad. Se considera que el beneficio del
tratamiento con citoquinas esta limitado a los pacientes con CCRcc y caracteristicas de buen prondstico.
No obstante, en los ultimos meses han surgido numerosas alternativas en el campo de la inmunoterapia
que parecen avanzar de nuevo un cambio de paradigma en el tratamiento del CCR diseminado. Las
moléculas mas importantes en el momento actual dentro del tratamiento del CCR se dividen en agentes
dirigidos (inhibidores de la tirosin quinasa e inhibidores del mTOR), y agentes inmunoterapicos.

1.8.4.1. Terapias dirigidas.

1.8.4.1.1. Inhibidores de la tirosin quinasa. Siguen constituyendo la primera y segunda linea en
tratamiento del CCR diseminado. Las moléculas de mas importancia son: sunitinib, sorafenib, pazopanib
y axitinib.

1.8.4.1.2. Inhibidores de mTOR. Se establecen como tratamiento de segunda linea. Everolimus y
sirolimus.
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1.8.4.2. Inmunoterapia.

1.8.4.2.1. Citoquinas. Se conoce su eficacia desde los 90, aunque con bajas tasas de respuesta y gran
morbilidad asociada: IFNa y IL-2.

1.8.4.2.2. Anti PDL-1 o anti ligando de la proteina de muerte programada celular 1: avelumab y
atezolizumab.

1.8.4.2.3. Anti PD-1 o anti proteina de muerte programada celular 1: nivolumab y pembrolizumab.
En la actualidad no existe un consenso sobre la eleccién consecutiva de los tratamientos de primera y

segunda linea, aunque en la tabla siguiente se resumen las recomendaciones de la EAU en 2017 para el
CCR diseminado.

12 LINEA 22 LINEA 32 LINEA
Sunitinib* Cabozantinib* Cabozantinib*
BAJO RIESGO Pazopanib* Nivolumab* Nivolumab*
IMDC
Ipilumab* Anti VEGF* Otra terapia dirigida*
Nivolumab*
Ipilumab* Anti VEGF* Otra terapia dirigida*
Nivolumab*
INTERMEDIO O ALTO
RIESGO IMDC *
Cabozantinib Sunitinib  Anti VEGF Nivolumab  Otra terapia dirigida*
Pazopanib

Tabla 13. Recomendaciones de la EAU para el tratamiento del CCR metastasico (adaptado de las guias
clinicas de la EAU)".

** Marcadas con asterisco las alternativas con recomendacion fuerte.

1.9. BIOMARCADORES DE CCR.

Pese a que ha aumentado el diagndstico de masas renales incidentales, y por tanto la media de tamafio
del CCR al diagnéstico ha disminuido paulatinamente, el diagnéstico de masas localmente avanzadas o
en fase metastasica no se ha visto reducido, y aun hoy en dia se calcula que en el caso de CCRcc hay un
25-30% de casos metastasicos desde el diagndstico%, con una supervivencia a 5 afios inferior al 10%.

En este contexto, y de forma analoga a otros tumores, se ha desarrollado una intensa actividad
investigadora orientada a la deteccién de biomarcadores para el CCR. La busqueda en Pubmed de
biomarcadores de CCR muestra 2926 entradas desde 2010.
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En un concepto amplio de biomarcador de un tumor, se pueden establecer diferentes subtipos: clinicos
(sintomatologia, HTA), plasmaticos (proteinas detectables en muestras de tejidos o liquidos plasmaticos)
y genéticos (mutaciones presentes en el genoma del paciente).

No obstante, al hablar de biomarcador de un tumor maligno usualmente se entiende como la presencia
en concentracion anémala (por elevacién o disminucién) de una proteina identificable en muestras de
tejido, plasma o liquidos de secrecién, que se relacione directamente con la presencia de un tumor
maligno, su pronostico o con su posible respuesta a diferentes tratamientos.

Dado que un biomarcador se define por tanto como una proteina en cantidad anémala relacionada con el
tumor maligno, es necesario conocer a fondo las bases genéticas y moleculares del CCR.

En los Ultimos afios, los estudios sobre las bases moleculares de CCR han ofrecido grandes avances,
tanto que en la actualidad el pronostico del CCR metastasico ha cambiado tras la introduccion de los
nuevos farmacos dirigidos, posibles gracias al conocimiento de los procesos moleculares que se
desarrollan en este tumor®.

No se ha validado de momento ningiin biomarcador de CCR que tenga utilidad clinica en el diagndstico o
pronostico del CCR. En la literatura existente se encuentran elevado nimero de posibles marcadores,
que finalmente no han llegado a demostrar eficacia clinica.

1.9.1. Fuente de las muestras para deteccion de biomarcadores de CCR.

Los marcadores tumorales pueden identificarse en diferentes muestras: tejido, muestras séricas o
plasmaticas o muestras en excrecion. En el caso del CCR, también en orina. En estas diferentes
muestras también sera diferente la concentracién de aquellas proteinas potencialmente validas como
biomarcadores.

1.9.1.1. Deteccion de biomarcadores en tejido tumoral. La gran ventaja de la utilizacion de esta fuente
de proteinas es que la concentracién de éstas es la mas alta posible, debido a la proximidad con la célula
tumoral. No obstante, existen problemas asociados a las muestras tisulares que no han sido resueltos:
por un lado, estos tejidos presentan una gran heterogeneidad en las muestras. Por otro, en estudios
comparativos entre diferentes muestras se ha encontrado que hasta 2 de cada 3 mutaciones genéticas no
se encontraban en todas las muestras tumorales comparadas de un mismo paciente*.

1.9.1.2 Deteccion de biomarcadores en sangre periférica y muestras plasmaticas. Desde un punto
de vista practico y clinico, es el medio en que mas util puede resultar la deteccién de biomarcadores,
aunque también tiene limitaciones*: por un lado, la concentracion de las proteinas relacionadas con el
tumor es mucho menor que en tejidos, y por tanto mas compleja su deteccién en un medio con gran
cantidad de proteinas con un rango dindmico de mas de 10 o6rdenes de magnitud (desde pg/ml a
mg/ml)’*. Ademas, las proteinas derivadas del tumor pueden degradarse en sangre periférica debido a la
actividad de las proteasas, y no ser finalmente identificables.

1.9.1.3. Deteccion de biomarcadores en orina. En relacion con el CCR, la deteccion en orina ofrece
grandes ventajas tedricas. De hecho, en los andlisis del proteoma eliminado por orina se han identificado
mas de 1500 proteinas, muchas de ellas extracelulares, lisosomales y de plasma, pero también proteinas
de membrana, probablemente presentes debido a la secrecion de las mismas en exosomas’. Esto
permite plantear que la orina es un medio adecuado donde identificar biomarcadores. No obstante,
aunque la deteccién en orina ofreceria grandes ventajas tedricas, en la practica su utilidad estd muy
limitada por los siguientes hechos*: la orina es extremadamente heterogénea en funcién de mdiltiples
parametros, lo que dificulta la determinacion de un rango de concentracidn del biomarcador; ademas la
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concentracion suele ser baja. Por otra parte, las muestras de orina estan con frecuencia alteradas por la
presencia de microorganismos que modifican su composicién proteica.

De momento es en las muestras tisulares donde se han realizado més avances, y la identificacion de un
marcador tisular con suficiente potencia podria después colaborar a su identificaciéon en plasma u orina en
una fase posterior.

1.9.2. Tipos de biomarcadores de CCR.

Los biomarcadores de CCR pueden dividirse en funcidn del objetivo que tengan: pueden estar orientados
al diagnostico del tumor, al establecimiento de un prondstico del mismo o a la evaluacion de una
respuesta al tratamiento.

1.9.2.1. Biomarcadores diagnosticos en CCR. Sigue siendo el campo con mas publicaciones, con méas
de 3500 entradas desde 2010 en PubMed. El objetivo del establecimiento de marcadores diagndsticos de
CCR ya ha sido comentado: el CCR es asintomatico hasta fases avanzadas de la enfermedad, y se
diagnostica incidentalmente con pruebas radiolégicas, pero hasta el 12% de las masas hipercaptantes
vistas en esas pruebas tienen una histopatologia benigna®. Este porcentaje varia en funcion del tamafio
de la lesion, y asciende hasta el 45% en casos de lesiones de menos de 1cm, mientras que es solo del
7% en tumores de mas de 7 cm.

Se han propuesto multiples marcadores en el diagnéstico del CCR, pero ninguno ha demostrado de
momento utilidad clinica ni se utiliza en la practica diaria. A continuacion, se presentan los marcadores
diagndsticos de CCR con mas soporte en la literatura hasta la fecha. Un resumen de estos resultados se
presenta en la tabla 14.

1.9.2.1.1. HIF1e. En un estudio comparativo entre tejidos con CCRcc de 32 pacientes y tejidos de otras
caracteristicas, se demostro la presencia de HIF1a en concentraciones elevadas en el 75% de los
CCRcc, pero solo en el 37% de los otros tejidos. Asi mismo comprobaron que ninguno de los tumores con
HIF1a normal presentaban mutacién del gen VHL?™

En cuanto al resto de la via de hipoxia, el VEGF esta intimamente ligado al HIF1a y a la via ligada a VHL.
De hecho, la inhibicién de esta proteina ha sido la mayor revolucién en cuanto a las terapias dirigidas del
CCR. Por este motivo, se ha estudiado como posible biomarcador. Dada su vinculacion a VHL y HIF1a,
seria de esperar que su presencia fuera mayoritaria en CCRcc frente a otros subtipos de CCR, pero de
forma paradgjica, se ha demostrado mucho més presente en CCRp, con hasta un 69% de muestras con
sobreexpresion del mismo, frente a un 29% en los CCRcc, segun un estudio en muestras de CCR
desarrollado por Yildiz et.al. Por esta presencia relativamente baja en CCRcc, no parece tener por si solo
futuro como biomarcador.

1.9.2.1.2. Anhidrasa carbdnica IX (CAIX). En la cascada de hipoxia celular iniciada por HIF1a tras la
supresién del gen VHL, uno de los eslabones es la CAIX. Tiene un papel importante en la regulacion del
pH del microambiente celular.

Se ha propuesto la posibilidad de detectar la CAIX en una masa renal o metastasica mediante PET-TAC
marcado con un anticuerpo monoclonal anti-CAIX (124 |-girentuximab), con resultados de sensibilidad del
86%, especificidad del 85,9% y valor predictivo positivo del 94%". Se trata de un ensayo fase lIl,
pendiente de completar el desarrollo comercial™.
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1.9.2.1.3. Acidos nucleicos séricos. Los 4cidos microrribonucleicos (miRNAs) son segmentos cortos no
codificantes que se asocian con diversas situaciones patolégicas. Su papel en la carcinogénesis es
desconocido, al menos hasta el momento, aunque existen maltiples estudios que relacionan algunos de
ellos con el CCR. Estudios pequefios y no validados han identificado algunos microRNA (miRNA) como
potenciales biomarcadores de CCR. Los miRNA son segmentos cortos no codificantes de ARN, que se
han demostrado utiles como marcadores tumorales en otros canceres, asi como marcadores de hipoxia y
dafio tisular. Se han publicado multiples propuestas de miRNA, y de paneles de varios miRNA, como
posibles marcadores de CCR. Aunque ningun estudio ha sido validado de forma externa, se destacan a
continuacién los que ofrecen mejores resultados.

» miR 210. Es un miRNA regulado por la via metabodlica del HIF1-a. En un estudio de Zhao
et.al.”8 se estudio su presencia tanto en el tejido tumoral, en comparacion con tejido sano del
mismo 6rgano (32 pacientes), como en sangre periférica (68 enfermos frente a 42 controles
sanos). El area bajo la curva (ABC) del miR 210 sérico fue de 0.874, con una sensibilidad
del 81% y una especificidad del 79.4%. Ademés, se comprob6 que los niveles séricos de
miR-210 descendieron de forma significativa una semana después de la cirugia del CCR.

 miR 378, miR451, miR1233.”7 En este estudio de Redova etal. se compararon las
concentraciones de miRNA entre 15 pacientes con CCR y 12 voluntarios sanos. Se
identificaron 30 miRNA sobreexpresados y 11 infraexpresados. La combinaciéon de miR378
y miR451 ofrecié un resultado de sensibilidad del 81% con especificidad del 83% y un ABC
de 0.86.

1.9.2.1.4. Péptidos séricos y aminoacidos. En un estudio con 189 pacientes con CCRcc y 104
controles sanos se identificaron 8 aminoacidos claramente elevados en los pacientes con tumor: cisteina,
histidina, leucina, tirosina, prolina, valina, lisina y ornitina. En este estudio, la identificacion sérica elevada
de estos aminoacidos mostré alto poder diagnéstico, con ABC de 0.81. No obstante, se trata de un
estudio retrospectivo sin validacion externa’®,

En otro estudio con 15 pacientes con CCR y 51 controles sanos, se midieron los niveles séricos de a-
enolasa y galectina 1 y 3. Encontraron que la elevacion de galectina 1 y 3 se asocié con CCR con una
sensibilidad del 47% y una especificidad del 98%7°. Pese a la baja sensibilidad, la alta especificidad
puede ofrecer aplicaciones clinicas. No obstante, estos resultados también estan pendientes de
validacion externa.

1.9.2.1.5. Biomarcadores compuestos. Cuando existe dificultad para encontrar un marcador que por si
solo sea capaz de ofrecer mejora en el diagndstico de un cancer, en ocasiones se buscan grupos de
marcadores que de forma asociada presenten una utilidad similar. En un estudio de 2013 de Su Kim et al.
se ha evaluado la posibilidad de que la asociacion de tres diferentes proteinas, nicotinamida N-metil
transferasa (NNMT), plastina 2 y la proteina 1 de células no metastasicas (NM23A) pueda ofrecer
resultados en cuanto al diagnostico del CCR. Se incluyeron 102 pacientes sanos o con tumores benignos
y 87 con CCR. El andlisis presentd un ABC de 0.932 para este conjunto de biomarcadores, a la espera de
validacién externa®. No se ha publicado desde esa fecha ningun articulo relacionado con este panel de
proteinas.

1.9.2.1.6. Metaloproteasas. Las metaloproteinasas 2 y 9 estan ampliamente extendidas en otras
neoplasias, y tienen un papel importante facilitando la expansion tumoral y el desarrollo de metastasis
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mediante la degradacién de la membrana basal y la destruccion de las barreras de tejido conectivo. En
CCR, las metaloproteasas 2 y 9 se encontraron sobreexpresadas en el 67-76% y 43% de los tumores
respectivamente®. Estan correguladas por la proteina del gen VHL (pVHL) y HIF.

BIOMARCADOR MEDIO CARACTERISTICAS

HIF 1-a Suero  Presente en el 75% de las muestras tumorales. Poco especifico.

CAIX Suero  PET-TAC con 123I-Geruntixumab contra CAIX: Sensibilidad y
especificidad 86%. VPP 96%. VPN 69%.

miR-1233 Suero  Elevado en CCR con ABC 0.59

miR-378 Suero  Elevado en pacientes con CCR. ABC 0.71

miR-451 Suero  Descendido en CCR. ABC 0.77

miR-378 + miR-451 Suero  Marcador compuesto con ABC 0.86

ADN extracelular Suero  Los niveles totales muestra una ABC de 0.75

Aminoacidos libres Suero  Marcador compuesto de 8 aminoacidos, con ABC 0.81

Galectin1 + Galetin3  Suero  Elevados en pacientes con CCR, con ABC de 0.74 y 0.76
MMP-2 y MMP-9 Suero  Presente en 67-76% y 43% de los CCR

Tabla 14. Biomarcadores diagnésticos en CCR (adaptado de Nge y colsl*6)

1.9.2.2. Biomarcadores pronosticos en CCR. La evaluacion pronéstica del CCR tiene una gran
importancia, y los modelos utilizados en la clinica, como el indice de Karnofsky o las alteraciones
analiticas en LDH, hemoglobina, calcio y recuento de plaquetas, han demostrado una gran fiabilidad. No
obstante se buscan marcadores que, analogamente a otros tumores, sean capaces de predecir el riesgo
tumoral.

1.9.2.2.1. Via de VHL. Pese a que claramente esta via, con sus componentes fundamentales: VHL, HIF1-
ay VEGF, esta asociada al CCR, su ruta esta intensamente regulada y con muchas interacciones que la
hacen dificilmente interpretable®. Ademas, los estudios en cuanto al valor prondstico han mostrado
resultados contrapuestos: algunos articulos han sugerido que la elevacién de VHL o de HIF1-a se asocian
con mal prondstico y otros con buen prondstico®®. En un estudio con analisis multivariante de factores
pronosticos se detectd que la mutacidn o hipermetilacién de VHL se relacionaba con mejor supervivencia
en estadios I-1ll de CCRcc. En otro estudio se demostré que la mutacion que conlleva pérdida de funcion
de VHL conlleva un peor prondstico®.

Si se ha demostrado en un estudio con 141 pacientes con CCRcc metastasico que niveles elevados de
HIF1-a se asociaron a peor supervivencia (13,5 meses vs 24,4 meses), de forma analoga a la expresién
de CAIX en este mismo estudio. No obstante, ya se ha comentado la divergencia de resultados en cuanto
al valor pronostico de HIF1-a, probablemente relacionado con que la expresion elevada en el medio
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citoplasmatico o en el medio nuclear no tienen el mismo significado biologico*®, siendo verdaderamente
negativa en cuanto al prondstico del cancer su presencia en medio nuclear.

Por el contrario, los niveles de VEGF en plasma si que se han asociado reiteradamente con el tamafio
tumoral, el grado nuclear, el estadio tumoral o la microinvasion vascular, aunque con una capacidad
pronéstica inferior a los clasicos modelos clinicos, patologicos o analiticos.

1.9.2.2.2. CAIX. Su papel como marcador pronostico estd menos claro que el diagnéstico. Aunque ha
sido asociada su sobreexpresién con una menor tasa de metastasis, no se relaciona con menor
mortalidad*é en la mayoria de los estudios, aunque también hay disparidad en este punto’.

1.9.2.2.3. miRNA. La publicacion mas relevante en este sentido es de 2012, cuando Wu et. al
identificaron 4 miRNA (miR-10b, miR-135-5p, miR130b y miR-199b-5b), relacionados con metastasis con
una sensibilidad del 76% y una especificidad del 100%8. Se trata de un estudio en que se incluyeron 28
pacientes con CCRcc, tanto metastasicos como localizados.

1.9.2.2.4. Insuline-like growth factor Il mRNA-binding protein (IMP3). Propio de la embriogénesis, se
encuentra elevado en muchos tumores sdlidos, y suele asociarse a peor prondstico; en condiciones
normales debe estar ausente en un paciente sano. Se ha estudiado su asociacion en CCR: en 2006,
Jiang et.al. estudiaron 501 pacientes con CCR, tanto metastasicos como localizados; encontraron que
IMP3 estaba presente en los pacientes metastasicos con mucha mas frecuencia; pero ademas asociaron
la presencia de IMP3 en pacientes con CCR localizado con el desarrollo de metastasis en el futuro: la
tasa libre de metastasis a 5 afios fue del 44% en pacientes con IMP3, frente a un 98% en los que no
tenian presente esta proteina®2. Este estudio ha sido validado posteriormente por Hoffmann et. al, que
estudiaron 716 CCRcc consecutivos®, y comprobaron que la presencia de esta proteina se asociaba a un
mayor grado tumoral, una diferenciacion sarcomatoide y peor supervivencia cancer especifica; en total,
un 30% de los especimenes estudiados tuvieron elevada la IMP3.

1.9.2.2.5. Marcadores inflamatorios. El papel de las rutas metabélicas de inflamacién tiene una
presencia significativa en la oncogénesis, aunque es dificimente distinguible de otros procesos
bioldgicos, y por tanto por inespecifica tiene un escaso papel diagnostico. No obstante, si que hay
trabajos que asocian marcadores de inflamacién con peor pronéstico:

* Proteina C reactiva (PCR): pese a ser inespecifica y estar normalmente elevada en muchos
tumores independientemente de la localizacion, en el caso concreto del CCR se ha asociado
con un aumento de mortalidad, independientemente del tamario, estadio, grado nuclear o
indice de comorbilidad de Charlson84.

» VSG (velocidad de sedimentacion globular). También se ha asociado a un aumento de
mortalidad la elevacion del VSG en un estudio en que se incluyeron 167 pacientes con CCR.
Se determind de forma preoperatoria el nivel sérico de ESR. Se establecieron tres grupos en
funcién de su concentracion: bajo, medio y elevado riesgo. En el analisis de mortalidad, el
HR para el grupo de alto riesgo fue de 18,5 (IC95%: 2,117-162,228), y de 4.5 para el
intermedio (IC95%: 0.735-27.649)%.

1.9.2.2.6. Marcadores de sistema inmune. De forma similar a lo que sucede con los marcadores
inflamatorios, la actividad del sistema inmune en el cancer es compleja y por tanto pocas veces
identificable como especifica. En ocasiones es capaz de suprimir tumores de forma completa mediante la
eliminacion de células tumorales, pero en ofras su actividad es capaz de seleccionar los fenotipos

45

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES MEDIANTE TECNICAS DE PROTEOMICA CUANTITATIVA



INTRODUCCION

tumorales méas agresivos, aquellos capaces de sobrevivir a un ambiente inmunoldgico especialmente
hostil*. Se han propuesto diferentes marcadores prondsticos en CCR en relacion con el sistema
inmunoldgico. EI mas conocido es el relacionado con la via de las células T.

» Via de las Células T. Esta via esta regulada por PD-1, una de las proteinas que mas
desarrollo ha permitido en inmunoterapia, con anticuerpos dirigidos contra ella. En
condiciones normales, PD-1 modula la respuesta inmune para limitar la destruccion del
tejido sano activada por el sistema inmune como respuesta a una agresion. Las células
tumorales parecen expresar PD-L1 como una respuesta adaptativa a la agresion®,
simulando la respuesta de los tejidos sanos, tal y como se muestra en la figura 9. De esta
forma, el anticuerpo antiPD-1L ofrece respuestas de hasta el 20-25% de los tumores sdlidos.
Una publicacién reciente sugiere que el PD-L1 (o B7-H1), se relaciona con una peor SCE.
Se incluyeron 306 pacientes con CCR tratados mediante nefrectomia, cuantificando la
expresion de B7-H1 en las muestras tisulares de tumor. Asociaron su expresidén con mayor
tasa de metastasis en el seguimiento (RR 3,46) y de peor SCE (RR 4,13).

PD-L1 se une con PD-1 e impide El bloqueo de PD-L1 o PD-1 permite
que la célula T destruya la célula que la célula T destruya la
tumoral célula tumoral

Muerte de una
Célula tumoral célula tumoral

PD-L1

Antigeno

Receptor de
_celulas T

e ::
A \

Figura 9. Actividad de la PD-1 en la célula tumoral, inhibiendo la destruccién de la misma por las células
T activadas. Tomada del National Cancer Institute®®

1.9.2.2.7. Ki-67. Se trata de un marcador de proliferacién celular, asociado como factor prondstico en
varios tumores hasta la fecha. También se ha demostrado como un factor prondstico en CCR, pero con
menor utilidad que los nomogramas clinico-patolégicos utilizados en la practica clinica habitual*®.
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1.9.2.3. Biomarcadores predictivos de respuesta a tratamiento en CCR. El trabajo de esta tesis no se
orienta en este sentido, pero es interesante conocer la existencia de marcadores que predicen la
respuesta al tratamiento con las diferentes moléculas disponibles para CCR diseminado, y que permiten
predecir por tanto qué molécula puede ser mas adecuada en cada caso. Se resumen en la tabla 15.

FARMACO BIOMARCADORES SIGNIFICADO

Pazopanib IL-8, osteopontina, HGF, TIMP-1 Peor supervivencia libre de progresién (SLP)

Sorafenib Osteopontina y VEGF Peor SLP

Sorafenib Osteopontina, VEGF, sCA9, CollV, Predicen respuesta a tratamiento combinado
SVEGFR-2, TRAIL con IFNa

Sunitinib IL-6, bFGF, HGF Predicen SLP

Bevacizumab  Rs9582036 SNP, VEGFR-1 Peor respuesta

Temsirolimus  LDH Mejor respuesta

Tabla 15. Marcadores moleculares predictivos de respuesta a tratamiento en CCR (adaptado de Ngo'y
cols .)%.

IL-8: interleukina 8; HGF: factor de crecimiento de hepatocitos; TIMP-1: inhibidor 1 de metalopeptidasa; VEGF: factor de
crecimiento vascular endotelial; sCA9: proteina 9 de la ataxia espinocerebelar; COL IV: colageno IV; TRAIL: TNF-related
apoptosis-inducing ligand; bFGF: factor basico de crecimiento de fibroblastos.

1.10. INTRODUCCION A LA PROTEOMICA.

La protedmica se define como el estudio a gran escala de la estructura y funcion de las proteinas, y sus
cambios bajo la influencia de perturbaciones bioldgicas, tales como la enfermedad o el tratamiento con
farmacos. Una de las limitaciones que se ha asociado con la genémica es que el material genético
presente en un ser vivo puede no estar expresandose en el individuo, de forma temporal o permanente,
por lo que la presencia de una alteracidn genética no siempre tiene una traduccion clinica o un impacto
real.

Por otro lado, el ADN primero se transcribe en ARN y posteriormente éste se traduce en sintesis proteica.
En estos procesos existen cambios bioldgicos que afectan al resultado final de la composicién proteica. A
estos cambios se les denomina postraduccionales. La genética no estudia el impacto de estos cambios
en el ser vivo, que son fundamentales en las rutas metabolicas de algunos tumores.

La protedmica por tanto permite un estudio de la expresion genética real, teniendo en cuenta los cambios
postraduccionales, permitiendo un estudio del proteoma del ser vivo, es decir, del conjunto de las
proteinas expresadas de un genoma en un momento dado y bajo unas determinadas condiciones de
tiempo, espacio y estimulo externo™. También permite el estudio del secretoma, es decir, del conjunto de
proteinas presentes en fluidos organicos.
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1.10.1. Técnicas analiticas en proteémica.

Dos de las técnicas mas empleadas en el analisis proteico son la electroforesis y la espectrometria de
masas. Se han desarrollado otras técnicas que también se describiran a continuacion de forma muy
superficial.

1.10.1.1. Electroforesis en gel de 2 dimensiones (2-DE). Descrita por O’Farrel en 1975, permite la

separacion de proteinas en funcion de su punto isoeléctrico y su peso molecular. No obstante, presenta

inconvenientes a la hora de identificar proteinas de elevado peso molecular e hidrofobicidad extrema, que
fueron resueltas posteriormente con el empleo de la cromatografia de liquidos.
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Figura 10. Esquema de electroforesis 2D#7.

1.10.1.2. Difference gel electrophoresis - DIGE. Es una técnica similar a la previa, pero minimiza las
variaciones técnicas haciendo correr las proteinas en el mismo gel.

1.10.1.3. Cromatografia de liquidos (LC): La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion de
los componentes de una disolucion: permite la separacién de muestras complejas de proteinas con una
alta resolucion. Se ponen en contacto una fase movil (la disolucion o disoluciones) con una fase fija o
estacionaria, habitualmente resinas de intercambio i6nico. Los intercambiadiores ionicos contienen
grupos ionogénicos de carga positiva o negativa, de forma que los distintos componentes de la disolucion
se fijan por afinidad a estos puntos de forma diferenciada, y consecuentemente se separan unos de otros.
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Figura 11. Cromatografia de liquidos.®

1.10.1.4. Espectrometria de masas (EM). Acoplada a la LC permite la identificacién y cuantificacién de
las proteinas. Esta tecnologia permite el calculo del peso molecular de un ion con gran precisién, lo que
supone que es necesaria la ionizacién de los analitos. Las proteinas se pueden detectar de forma intacta
(“intact mass proteomics”) o tras su digestion a péptidos con distintos tipos de enzimas (‘shot gun-
proteomics”). Esta Ultima técnica es la empleada en este trabajo.

Los componentes de un analizador de EM son una FUENTE IONIZANTE que marque la proteina, un
ANALIZADOR DE MASAS que permita el calculo del ratio masa /carga, y por ultimo un DETECTOR, que

identifique el nimero de iones para cada valor de masal/carga, permitiendo la cuantificacion de los
péptidos.

0 Fuente ionizante. Se utilizan habitualmente ESI (electrospray ionization) o
MALDI/SELDI (matrix-assisted cad surface-enhanced laser desorption/ionization).

0 Analizador de masas. Existen cuatro tipos de espectrometros de masas utilizados en
protedmica: trampa de iones, tiempo de vuelo o time of flight (TOF), cuadrupolo o

quadrupole y el analizador de masas de transformada de Fourier.

Habitualmente se combinan MALDI con TOF y ESI con la trampa de iones.
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Figura 12. Esquema de un espectrometro de masas. La muestra se ioniza, y atraviesa un campo
magnético que separa los componentes segun su carga. El detector es capaz de identificar la cantidad y
cualidad de los diferentes componentes®.

La aplicacién de la protedmica en la investigacion de enfermedades, sobre todo orientada al
descubrimiento de biomarcadores (aunque también al estudio de la fisiopatologia) esta viviendo una
época dorada en los Ultimos afios, impulsada por las mejoras en las técnicas de separacion de proteinas
y péptidos, en la cada vez mas fiel cuantificacién e identificacion de los mismos, y por Ultimo en el apoyo
de herramientas bioinformaticas que han permitido el manejo y el analisis de ingentes cantidades de
informacién, poco posible de forma manual®.

1.10.2. Muestras biol6gicas analizadas.

Es importante destacar que los analisis en protedmica se hacen con respecto a un tejido control, que
debe ser lo mas fiable posible. La mayor parte de los trabajos en CCR han utilizado como muestra control
el tejido sano peritumoral, teniendo como objetivo la identificacién de marcadores moleculares de CCR.

Aln no se han publicado trabajos en CCR con fuente basada en liquido intersticial del tumor recogido in
vitro de muestras frescas, es un elemento prometedor, donde las concentraciones se suponen altas y
poco contaminadas por otros elementos®,

Sea cual sea la muestra utilizada en el estudio protedmico, la estandarizacion de la recogida y procesado,
asi como almacenamiento, son cruciales para poder reducir la variabilidad.

En cuanto a la tendencia de los articulos publicados, los estudios proteémicos habitualmente se basan en
la comparacién de dos tipos de muestras, de forma pareada: muestra de tejido sano y muestra tumoral.
La definicién de tejido sano es variable: muestras de controles sanos, o de tejido sano del mismo érgano,
son la fuente mas habitual. La heterogeneidad propia de los tejidos, sobre todo tumorales, puede
complicar la interpretacion de los resultados; esto es mas marcado en tejidos de arquitectura fisiolégica y
molecular mas compleja, como es el caso del riién%. La mayor parte de los estudios se centran en
muestras frescas congeladas, que permiten una mejor conservacion de las proteinas de cara a su
posterior analisis y cuantificacion.
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1.10.3. Metodologias del estudio proteémico.

Basicamente se pueden dividir entre las que se centran en aproximaciones "de arriba a abajo", en las que
se analizan proteinas intactas, y las de "abajo a arriba", en las que son los péptidos de las proteinas
previamente digeridas, habitualmente con tripsina, las que se analizan posteriormente. En los analisis de
"abajo a arriba", la posibilidad de marcar con isétopos estables los péptidos ha permitido una mejora
significativa en la posterior comparacion de resultados. Estan publicadas varias técnicas, de las que se
van a destacar a continuacién dos: SILAC y ITRAQ.

1.10.3.1. SILAC (stable isotope labelling by amino acids in cell culture). Permite la separacién de
péptidos "pesados" y "ligeros" en las dos muestras comparadas, que migran conjuntamente en las
técnicas de separacion cromatograficas, facilitando la posterior cuantificacién e identificacion.

1.10.3.2. ITRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantification). La introduccién del reactivo
ITRAQ supuso un avance significativo en el campo de la protedmica cuantitativa. Ese reactivo introduce
etiquetas isobaricas en los péptidos, y permite la cuantificacion relativa y absoluta de proteinas en
distintas muestras. Este método se basa en la unién covalente y diferencial de péptidos procedentes de
digeridos proteoliticos con uno de los cuatro reactivos iTRAQ, dando lugar a la incorporacién de un grupo
144.1. De esta forma, la cadena lateral de las lisinas y el extremo N-terminal de los péptidos quedan
marcados. Los péptidos, una vez marcados, son indistinguibles por masa, pero pueden ser diferenciados
mediante disociacion inducida por colisién (collision-induced dissociation). Al fragmentar los péptidos, que
se comportan igual desde un punto de vista cromatogréafico, se desprende un ion “informante” (ion
reporter), cada uno de los cuales con masa diferente (114.1, 115.1, 116.1, 117.1 dalton). El andlisis
permite por tanto identificar y cuantificar los péptidos (y por extensidén de las proteinas) de cuatro
muestras diferentes de forma simultanea. Esto reduce significativamente la variabilidad del analisis, pero
mantiene la capacidad de andlisis diferenciado tras su cuantificacion e identificacion®'.

Por otro lado, la aproximacion del trabajo puede ser de dos tipos, en funcién de los objetivos buscados en
el estudio: protedémica de descubrimiento y protedmica dirigida.

1.10.3.3. Proteomica de descubrimiento: centrada en la identificacion masiva de proteinas, en campos
en los que el estudio es aun incipiente. Aporta una informacion amplia sobre el proteoma estudiado y la
concentracion diferencial de algunas proteinas, de forma que posteriormente se seleccionen las que se
intentara validar en un posterior analisis.

1.10.3.4. Proteomica dirigida: orientada a la validacion de proteinas en concreto, ya identificadas en
otros estudios, sobre las que se centra el analisis de forma focalizada.

El andlisis mas habitual en los estudios de proteémica se basa en la identificacion de péptidos o proteinas
mediante EM.

1.11. ANALISIS PROTEOMICO EN TEJIDOS DE CCR.

Tal y como se ha resefiado previamente, el analisis protedmico puede utilizar muestras de tejido, de
plasma o de fluidos organicos, pero dentro de estas tres opciones, el anélisis del tejido tumoral tiene una
concentracion proteica elevada en comparacion con las otras muestras. Las principales limitaciones del
analisis protedmico de tejidos con CCR son?:
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« Bajareproducibilidad de resultados basados en MS.

» Variabilidad del 10-30% que se acepta como vélida en estos estudios.

» Se aceptan proteinas con una tasa de falsa deteccién (FDR, false discovery rate) de
menos del 1%.

La baja reproducibilidad, sumada a la heterogeneidad de las muestras tumorales, puede explicar los
dispares resultados en cuanto a proteinas sobre o infraexpresadas en CCR a lo largo de los multiples
trabajos realizados en este ambito®.

No obstante, la protedmica ha aportado al estudio del CCR un amplio conocimiento del ambiente
molecular del CCR, asi como de la localizacién espacial de cambios moleculares®.

La mayor parte de los estudios han comparado tejido sano (considerando tejido sano diferentes opciones,
segun las publicaciones) con tejido tumoral. No obstante, también se han utilizado muestras de lineas
celulares in-vitro. Los estudios suelen incluir un numero limitado de pacientes o de muestras, algo
habitual en los analisis protedmicos iniciales®® . Las muestras se han seleccionado habitualmente de
forma directa, aunque algunos estudios han introducido la microdiseccion como técnica de recogida para
mejorar la precision de la muestra utilizada, ya que, segun estos autores, permite garantizar que la
muestra tiene tejido tumoral y minimiza la presencia de necrosis en el tejido analizado.

A continuacion, se detallan los trabajos mas importantes en este campo.

a. Grupo de Seliger®. Utilizando 2DE/MALDI-TOF, estos autores hacen una primera
descripcién del proteoma del CCR.

b. Sun et.al®. Mediante la misma técnica 2DE/MALDI-TOF, identifica una disminucién
evidente en las proteinas de metabolismo y sefializacién, con un aumento del HIF1a y de
las proteinas de detoxificacion de productos oxigenados.

c. Gribaldi et.al®®. Utilizando una técnica basada en gel, y comparando con tejido sano,
identifica los siguientes cambios:
*  Aumento de proteinas del metabolismo de glucosa.
«  Aumento de proteinas transportadoras.
»  Aumento claro de la Reticulocalbin 1 (calcium binding protein reticulocalbin 1).
«  Disminucién del metabolismo de sefializacion, transduccién y estrés proteico.
< Disminucion de proteinas plegadoras de iones.

d. Poznanovic et.al®. Mediante microdiseccion con laser de pequefias muestras de tejido
tumoral y normal del mismo rifién, posteriormente marcadas de forma isotopica, se
identificaron 29 proteinas diferencialmente expresadas. De entre ellas, CAl (anhidrasa
carbonica 1), anexina A4 (metabolismo lipidico), triosa-fosfato isomerasa | (via de la
glicdlisis) y fosfoglicerato kinasa (via de la glicélisis) coinciden con otras publicaciones.
Muestra ademas cdmo es posible un analisis potente con minimas cantidades de tejido.

e. Unwin et.al¥. Focalizado en los cambios metaboélicos mas que en la expresién diferenciada,
muestra una actividad elevada de las enzimas glicoliticas con descenso de las enzimas
relacionadas con la gluconeogénesis.
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f.

g.

Castronovo et.al®. En este estudio se perfundieron rifiones con tumor una vez extirpados
con una solucion especifica. Se identificaron 637 proteinas en 3 muestras diferentes. De
ellas, 184 estaban presentes exclusivamente en tejido tumoral. Consiguieron confirmar la
elevacion de CAIX, MG50 (que participa en el metabolismo peroxidativo), periostina
(participa en la migracion y adhesion de células epiteliales), y 3 proteinas de la familia de la
lectina, asociadas al metabolismo y funcién del colageno: agrecano, versican y
fibromodulina.

Zhang et.al®. En este estudio se analizaron proteinas séricas de CCR T1a mediante la
técnica ITRAQ, efectuada en 29 pacientes con CCRcc, 24 con lesiones benignas, 28 con
otros tipos de tumores urologicos y 18 sujetos sanos. Se detectaron 263 proteinas en el
andlisis. Encontraron 27 proteinas diferencialmente expresadas, de las que 11 fueron
posteriormente validadas: C1QC, C1QB, S100A8, S100A9 (las cuatro relacionadas con la
respuesta inmune), ceruloplasmina (proteina transportadora de cobre) y lumican (proteina
que participa en la formacién de la matriz de colageno extracelular).

VIA METABOLICA PROTEINAS IMPLICADAS

Metabolismo oxidativo HIF1a, CAIX, CAl, MG50

Metabolismo de la glucosa y mitocondrial Anexina A4,  Triosefosfato  isomerasa,
(4 glicdlisis, ygluconeogénesis) fosfoglicerato kinasa, Enolasa 2

Matriz extracelular. Colageno Periostina, agrecano, versican, fibromodulina,

lumican

Respuesta inmune C1QC, C1QB, S100A8, S100A9

Tabla 16. Vias metabolicas implicadas en el CCR y proteinas de estas vias identificadas.

HIF1a : factor inducible de hipoxia a. CAIX: anhidrasa carbénica IV. CAl: anhidrasa carbonica |. MG50: peroxidasin homéloga.
C1QC: subunidad del complemento C1gC. C1QB: subunidad del complemento C1gB. S100A8: proteina S100A8. S100A9:
proteina S100A9.
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HIPOTESIS

2. HIPOTESIS.

El carcinoma de células renales (CCR) conlleva una modificacion en el proteoma del tejido renal enfermo,
pero los estudios realizados hasta la fecha no han sido completos, y el tejido habitualmente utilizado
como referencia, tejido sano del 6rgano con tumor (“NT”), no ha sido validado como tejido completamente
normal.

Para validar el tejido “NT” como tejido de referencia se puede comparar mediante técnicas de protedmica
cuantitativa con un tejido que pueda ser considerado sano, o que provenga de un rifién sin CCR.

No se ha conseguido validar ningun marcador o panel de biomarcadores para el CCR hasta la fecha,
pese al gran numero de trabajos publicados al respecto. No se ha comprobado eficacia clinica de ninguno
de ellos, ni como marcador diagnéstico, ni como marcador diferencial entre subtipos de CCR, ni como
marcador pronostico, ni como marcador de respuesta a tratamientos.

Las técnicas de protedmica cuantitativa permiten conocer de forma generalizada la expresion proteica de
un tejido enfermo, y permiten compararlo con muestras de tejido sano o de otros tejidos enfermos. La
expresion diferenciada de proteinas, y de las rutas metabélicas en las que participan, puede ayudar a
establecer diferencias entre estas muestras, y conocer mas profundamente por tanto su comportamiento
biolégico.

Una vez conocidas las diferencias, puede ayudar a seleccionar proteinas que sirvan como posibles
biomarcadores diagndsticos de CCR. También, al establecer diferencias entre tipos de CCR puede
ayudar al diagnéstico diferencial entre ellos. Estas proteinas candidatas deberan ser validadas en
sucesivos estudios.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivos primarios.

3.1.1. Describir el proteoma de los tejidos seleccionados como referencia: “NT” y “Control”, y
analizar sus diferencias metabélicas y proteicas.

3.1.2. Describir el proteoma del CCRcc, y analizar sus diferencias metabdlicas y proteicas con
respecto a los tejidos de referencia.

3.2. Objetivos secundarios.

3.2.1. Describir el proteoma de CCRcr, y analizar sus diferencias metabdlicas y proteicas con
respecto a CCRcc.

3.2.2. Proponer una firma de proteinas como biomarcadores de diagnéstico y/o prondstico en
CCR.
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4. MATERIALES Y METODOS.
4.1. DISENO GENERAL DEL ESTUDIO.

Se llevé a cabo un estudio cuasiexperimental con una estrategia de comparacion y obtencién de datos
transversal. Este tipo de estudios se caracterizan por la ausencia de aleatorizacion. La perspectiva
transversal permite el registro de la variable en un punto de corte en el tiempo, realizando una
comparacidn entre los sujetos del estudio. En este caso, los grupos control no serén equivalentes.

La asignacién al correspondiente grupo, que determina la construccion de los mismos, se basa en una
variable conocida, que en este caso se trata de la existencia de un carcinoma de células renales (CCR)
en el grupo indice.

Los estudios cuasiexperimentales con frecuencia preceden a los experimentales en la implantacién de
una intervencion.

Se trata de un estudio transversal de pacientes con CCR, con inclusién de muestras de tejido sano. Se
disefid de modo que la seleccion de la muestra se hizo de forma consecutiva en pacientes tratados
mediante nefrectomia radical o parcial de un carcinoma de células renales en el Hospital Ramén y Cajal
de Madrid (HURyC ) en un periodo concreto de tiempo, desde Junio de 2011 a Febrero de 2012.

El analisis de los tejidos se realizd mediante técnicas de protedmica cuantitativa. Se trata por tanto de un
estudio de protedmica de descubrimiento, basando el analisis en la técnica iTRAQ (isobaric tag for
relative and absolute quantification), que permite, tal y como se ha comentado en la introduccién, la
comparacién de 4 grupos de tejidos de forma simultanea en la misma cuantificacién. Se escogieron como
sujeto de analisis muestras de dos tipos de carcinoma de células renales diferentes, y dos muestras de
tejido sano diferentes, tal y como se expondra mas adelante.

El andlisis de la expresion diferencial de proteinas en el contexto de estudios de descubrimiento suele
desarrollarse en el ambito de estudios con una n reducida, y con muestras de tejido enfermo y tejido
sano. Se realiza un andlisis de cada uno de los tejidos incluidos, para luego comparar con técnicas de
cuantificacién la expresion diferencial de las proteinas. El papel biolégico y las rutas metabolicas en las
que se integran estas proteinas se determinan mediante la utilizacion de herramientas de bioinformatica y
software especificos.

4.2. POBLACION DE ESTUDIO.

La poblacién estudiada esta constituida por hombres y mujeres mayores de 18 afios de edad que fueron
remitidos a las Consultas de Area u Hospitalarias de la Especialidad de Urologia del HURYC.

La Ley 6/2009 de 16 de noviembre (Boletin oficial de la Comunidad de Madrid (BOCM) nimero 274 de 18
de noviembre) de Libertad de Eleccién en la Sanidad de Madrid que modifica la Ley 12/2001 de 21 de
diciembre, organiza el territorio de la Comunidad de Madrid en un Area Sanitaria Unica. EI Decreto
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52/2010, de 29 de julio (BOCM numero 189 de 9 de agosto) establece en el area Unica de salud como
estructura bésica, la zona basica de salud.

El HURyC atiende, desde la puesta en vigor en la Comunidad de Madrid del Area Unica de Salud, las
zonas basicas de salud asignadas en su contrato de gestién y a todas aquellas personas que ejerzan su
opcién de libre eleccidn sobre alguno o todos sus servicios.

Por lo tanto, al HURYC le corresponderia la atencién especializada del Area Noreste (antigua area 4).
Constituida por los distritos de San Blas, Hortaleza y Ciudad Lineal.

Figura 13: Zonificacion previa a la implementacion del Area Sanitaria tnica.

La poblacion asignada con fecha 31/12/2012 fue de 555.655 personas.
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NOMBRE DE CENTRO LOCALIDAD POBLACION (31/12/2012)

<14a 14-64a  >=65a TOTAL

C.S. Alameda de Osuna Madrid 5001 19388 4498 28887
C.S. Alpes Madrid 7026 25159 4855 37040

C.S. Aquitania Madrid 3504 14775 3827 22106
C.S. Avda. Aragon Madrid 2329 13633 3262 19224
C.S. Barajas Madrid 2714 13497 2437 18648

C.S. Benita de Avila Madrid 2497 12948 5257 20684
C.S. Canal de Panama Madrid 3273 20516 7043 30832
C.S. Canillejas Madrid 5033 25801 6977 37811
C.S. Doctor Cirajas Madrid 4318 24512 7640 36470
C.S. Estrecho de Corea Madrid 3398 19588 6171 29157
C.S. Gandhi Madrid 4189 22728 7504 34421

C.S. Garcia Noblejas Madrid 2845 14930 5323 23098
C.S. Jazmin Madrid 4365 17321 4263 25949

C.S. Mar Baltico Madrid 5984 36093 12597 54674
C.S. Monovar Madrid 2550 11764 3230 17544
C.S. Rejas Madrid 2686 8944 1602 13232

C.S. Sanchinarro Madrid 12217 24806 1265 38288
C.S. Silvano Madrid 4910 24760 5395 35065

C.S. Vicente Muzas Madrid 2838 13758 4062 20658
C.S. Virgen del Cortijo Madrid 2426 8259 1182 11867
TOTAL 84085 373180 98390 555655

Tabla 17. Poblacién asignada HURyC (fuente: memoria 2013 HURyC).

La figura 14 muestra la piramide de poblacién (fuente: Informe del Estado de Salud de la Poblacién de la
Comunidad de Madrid 2012. Madrid: Consejeria de Sanidad, Comunidad de Madrid; 2012).
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Figura 14. Pirdmide de poblacién asignada al HURyC.

4.2.1. Seleccion de pacientes y muestras.

Durante el periodo comprendido entre Junio de 2011 y Febrero de 2012, se seleccionaron en el Servicio
de Urologia del HURyC aquellos pacientes con un diagnostico de masa renal a los que se intervino de
forma programada mediante nefrectomia radical o parcial.

En el afio 2011, en el Servicio de Urologia del HURyC, bajo el GDR 303 (procedimientos sobre rifion y
uréter por neoplasia) se clasificaron 69 altas, que ascendieron a 81 altas en el afio 2012. Este fue el
grupo de pacientes del que se obtuvieron las muestras del grupo indice: pacientes con CCRcc y CCRer.,
asi como el grupo de muestras de referencia “NT".

Por otro lado, durante los afios 2011 y 2012 se llevaron a cabo 63 y 67 trasplantes renales
respectivamente. De ellos, fueron a partir de donantes expandidos, con necesidad de biopsia previa al
trasplante, 34 y 51 respectivamente. Estos fueron fuente de las muestras del grupo “Control”.

Se optd por un analisis de descubrimiento por la ausencia de marcadores para CCR en el momento
actual. En la fase de descubrimiento, se podrian haber utilizado muestras plasmaticas o séricas, pero se
prefirieron utilizar muestras de tejido. En relacion a la metodologia elegida, seria necesario hacer unas
consideraciones previas:

La identificacion de potenciales biomarcadores en plasma o suero es irremediablemente el objetivo ultimo
de las investigaciones en este campo'®. Ademas, el proteoma del plasma es una representacion
circulante de todos los tejidos del cuerpo, y por tanto de todos los procesos fisioldgicos y patologicos.
Pero el analisis proteémico de muestras séricas y plasmaticas presenta inconvenientes importantes:

1. Elrango dindmico de las muestras plasmaticas y séricas es de hasta 10 érdenes de magnitud.
Es decir, los niveles de concentracion de las distintas proteinas en plasma es enormemente
dispar: desde la albimina (en rango de mg/ml) a las interleukinas (en rango de pg/ml). La figura
15 muestra el rango dinamico del plasma, con la variabilidad de concentraciones, segun la
presentacion de L. Anderson'0'.
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2. Hay innumerables procesos postraduccionales que pueden haberlas modificado.

3. Es necesaria una deplecidén de las proteinas mayoritarias para mejorar la sensibilidad en la
identificacion de las proteinas que realmente interesan, habitualmente minoritarias, ya que la
capacidad de carga de los métodos analiticos es limitada. Soélo la albumina y la
inmunoglobulina G representan entre el 60 y el 80% del contenido proteico de estas muestras.

4. En la deplecion se utilizan columnas cromatograficas, pero al eliminar estas proteinas
mayoritarias también se pierden proteinas potencialmente interesantes que se encuentran
ligadas a ellas.

Por este motivo se optd por realizar un analisis protedmico de tejidos frescos congelados.
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Figura 15. Rango dinamico de 199 proteinas plasmaticas (de L. Anderson)".

4.2.2. Tamaio de la muestra.

El disefio general del estudio, en forma de un estudio cuasiexperimental, permitié no realizar un calculo
formal del tamafio muestral, dada la ausencia de datos en la literatura.

Este tipo de disefio resulta adecuado en el contexto de la protedmica de descubrimiento, centrada en la
identificacion masiva de proteinas en campos como el presente, en los que el estudio es aln incipiente.

4.2.2.1. Criterios de Inclusion:
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1. Pacientes mayores de 18 afios, con diagnostico de masa renal, sometidos a nefrectomia radical
o parcial, cuyo diagnostico anatomopatoldgico ulterior confirme la existencia de CCRcc o CCRer.
2. Aceptacion y firma del consentimiento informado (anexo 1).

Para la obtencién de las muestras correspondientes a los tejidos sanos del grupo “Control”, el
Comité de Etica del HURyC proporciond la adecuada aprobacion (anexo 2).

4.2.2.2. Criterios de exclusion:

1. Histopatologia diferente a CCRcc o CCRer.
2. No firma del consentimiento informado por parte del paciente.

4.3. PROTOCOLO DE TRABAJO.

4.3.1. Seleccion de muestras y definicion de los grupos del estudio.
Se definieron cuatro grupos de estudio:

- Tejido de CCRcc.

- Tejido de CCRer.

- Tejido sano procedente de rifion portador de CCRcc: “NT”.
- Tejido sano de donante renal para trasplante: “Control”.

Tumor CCR Tumor CCR Tejido sano Tejido sano
células claras / croméfobo / de rifion con de rifion
CCR celulas de donante
claras T
CCRecfx 12) Crom (x 4) No CCR(x 12) Control (x 17)

Figura 16. Muestras incluidas en el estudio.

4.3.2. Técnica de obtencion de muestras de tejido.
La obtencién de muestras fue llevada a cabo por el cirujano responsable del procedimiento.

4.3.2.1. Tejido de CCRcc y CCRer.

La obtencion de muestras de tejido tumoral se realizd a partir de piezas de nefrectomia radical o parcial.
En cualquiera de ambas situaciones se procedio de la misma manera: en el quiréfano de Urologia del
HURYC se realizd la cirugia mediante la técnica convencional. Una vez extirpado el 6rgano o el tumor, se
se obtuvo una muestra del mismo mediante hoja de bisturi (evitando su zona central, donde existe mas
necrosis) de aproximadamente 0.5cc, mediante diseccion fria.
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4.3.2.2. Tejido sano de rifion con CCRcc y CCRcr.

La obtencion de muestras de tejido sano a partir de piezas de nefrectomia radical o parcial se realizé de
manera analoga a la del tejido tumoral: una vez extirpada la lesién o el érgano, se tomd mediante
diseccion fria y con bisturi, una cufia lo mas alejada posible del tumor de aproximadamente 0.5cc.

4.3.2.3. Tejido sano de donante renal para trasplante.

Segun el protocolo de trasplante renal del HURyC, todos los 6rganos procedentes de donantes con
criterio expandido son sometidos a biopsia, con el objetivo de evaluarlos de forma previa. La biopsia fue
sistematicamente obtenida tras la perfusién del érgano con solucion de preservacion a 4°C. Durante la
cirugia de banco, y del mismo sitio en que se realizé la biopsia del injerto renal para su evaluacion
histolégica pretrasplante, se tomdé una muestra similar para su inclusion en este estudio, de
aproximadamente 0.5cc y mediante diseccion fria.

4.3.3. Procesamiento de las muestras. Congelacion.

Las muestras de tejido correspondientes a los diferentes grupos de investigacion fueron remitidas en
fresco, embebidas en suero salino, mediante tubo de vacio, para su criopreservacion inmediata en un
tiempo maximo de 10 minutos. Las muestras se congelaron en criotubos de 1.8ml de plastico (NuncCat n°
375418, Nunc Roskilde, Dinamarca; Figura 17), mediante inmersién en isopentano frio. Fueron
trasladadas en ese recipiente al criopreservador Bright Clinic Rapid Freezer (figura 18), para conseguir
una temperatura de -80°C. Una vez que el isopentano adquiere el aspecto opaco correspondiente a la
consecucion de la temperatura adecuada, las muestras se conservaron en sus respectivos criotubos en
arcon congelador Forma Scientific Modelo 926 (figura 19) a -80°C.

Figura 17. Criotubo Nunc Roskilde 1.8ml
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Figura 19. Arcon congelador Forma Scientific Modelo 926

4.3.4. Conservacion. Trazabilidad.
Las muestras se conservaron en este mismo arcon congelador hasta completar el periodo de inclusion de
muestras.

En ese momento, se trasladaron a la Unidad de Protedmica del CNIO, en sus correspondientes criotubos
y con el adecuado etiquetado, en un arcon de hielo seco (CO2 sélido a -78°C), donde se conservaron de
nuevo a -80°C en arcon congelador hasta su analisis posterior.

4.3.5. Analisis histopatoldgico.
Las piezas extirpadas tras cirugia radical o parcial de masas renales fueron procesadas de acuerdo al
protocolo del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Ramén y Cajal.
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4.3.5.1. Procesamiento de muestras. El procedimiento difiere inicialmente entre las piezas de
nefrectomia parcial y de nefrectomia radical: en los casos de nefrectomia parcial, se tifie la superficie de
la muestra con tinta china para identificar posteriormente afectacion tumoral del margen quirdrgico. El
resto de los posteriores pasos es el mismo independientemente del tipo de nefrectomia.

Se diseca la pieza, con corte sagital de la misma. Se toman fotografias de cada seccion. Se corta la pieza
en laminas finas buscando lesiones corticales 0 medulares adicionales.

4.3.5.2. Descripcion de la pieza. Se pesa y mide la muestra, y se describen las caracteristicas del tumor:
tamafio, forma, ubicacion, extension, homogeneidad, necrosis y datos de hemorragia. Se debe estudiar la
posible presencia de invasion de capsula, tejidos perirrenales, célices, pelvis y vena renal.

4.3.5.3. Secciones para histologia. Minimo tres secciones del tumor, incluidos cortes con tejido
adyacente. Minimo dos secciones de rifién sin tumor. Inclusion de arteria y vena renales, asi como de
nodulos linfaticos, si estuvieran presentes.

4.3.5.4. Informacion diagnoéstica. Se debe informar del tipo histolégico, del grado histolégico (Fiihrman),
de la presencia de desdiferenciacion sarcomatoide (si la hubiera), de signos de necrosis y de la
diseminacion local del tumor, segun la clasificacion TNM. Asi mismo, se describen los margenes
tumorales y se informa, si la hubiera, de invasion angiolinfatica.

4.3.6. Recogida de datos.
La recogida de datos se realizd en base a un protocolo estructurado de la forma siguiente:

4.3.6.1. Datos identificativos.
- Numero de identificacion.
- Numero de HC.
- Sexo.
- Edad expresada en afios cumplidos.

4.3.6.2. Datos antropométricos:
- Talla, peso e indice de masa corporal.

4.3.6.3. Datos de tratamiento y seguimiento:
- Tipo de cirugia.
- Diagnéstico anatomopatolégico.
o Tipo de tumor.
o Estadio TNM.
o Clasificacion nuclear de Filhrman (en los casos que estuviera indicada).

Los datos recogidos en el protocolo previamente descrito permitieron la realizacién de una tabla de datos
combinada en Excel para su posterior andlisis mediante el paquete estadistico SPSS 15.0.

4.3.7. Andlisis proteémico de las muestras.
El andlisis protedmico de las muestras de tejido se llevo a cabo en la Unidad de Proteémica del CNIO, de
acuerdo con el esquema resumen de metodologia de la figura 20.
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Planteamiento experimental:

Muestra: | I I ]
Tejido renal Tejido peritumoral vs tejido donacion = S
CCRcec vs tejido peritumoral CCRce ' .
’ 3

CCRcc vs tejido donacidn
CCRecc vs CCRer
CCRer vs tejido donacion

4 N N Ya ~

4.Interpretacion
3. Analisis, dglos

identificacién y resultados
cuantificacién
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de muestray
marcaje

2, Separacién y
fraccionamiento

(P. funcional)

o / 7< AN J

SDS-PAGE Espectrometria de masas (MS)
Electroforesis 2D
Intercambio catidnico 1
Cromatografia de liquidos (LC) I ”l | ' |

Figura 20. Esquema resumen de la metodologia de trabajo.

4.3.7.1. Recursos Humanos del CNIO.

Isabel Ruppen, Dra. Quimica Analitica con mas de diez afios de experiencia en espectrometria de masas,
investigacion oncolégica traslacional y descubrimiento de biomarcadores. La Dra. Ruppen dej6 de
trabajar para el CNIO con posterioridad al desarrollo del analisis de estos tejidos, del que fue la maxima
responsable.

La Unidad esta actualmente compuesta por cuatro personas: el jefe de Unidad (Dr. Javier Mufioz), dos
técnicos titulados superiores (Dres. Pilar Ximenez de Embun y Fernando Garcia) y una investigadora
predoctoral (Ana Martinez).

4.3.7.2. Unidad de Proteémica del CNIO. Medios materiales.
*  Homogenizador de muestras Precellys.

»  Fraccionador 3100 OFFGEL Fractionator (Agilent Technologies).

»  Eksigent nano LC system Ultra (Eksigent)

»  Espectrémetro de masas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher)
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Figura 21. Precellys 24 Homogenizer (Bertin Instruments).

Figura 22. 3100 OFFGEL Fractionator (Agilent Technologies).
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Figura 24. LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher).

4.3.7.3. Eleccion de técnica de analisis proteomico.

Se optd por la utilizacion de la técnica iTRAQ, que permite un analisis multiple de cuatro tipos de tejidos
diferentes. La identificacion y cuantificacion de proteinas se realizd mediante el analisis de las muestras
por LC y EM en un equipo ESI LTQ Orbitrap Velos (que combina trampa iénica con transformada de
Fourier). Esta técnica requieren una pequefia cantidad de muestra (g de proteina total) y presentan una
elevada selectividad en la separaciéon de la misma. Posteriormente, la identificacion, cuantificacion y
posterior analisis funcional de las proteinas se realiz6 mediante motores de busquedas y herramientas
bioinformaticas.

Se incluyeron en el estudio cuatro grupos de tejidos, que es el numero de reactivos iTRAQ. Estos grupos
fueron:

» Muestras de CCR tipo células claras. 12 muestras de 12 pacientes.
» Muestras de CCR tipo croméfobo. 4 muestras de 4 pacientes.
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» Muestras de tejido sano de rifion con CCR tipo células claras (“NT”). 12 muestras de los
mismos12 pacientes con CCRcc.

» Muestras de tejido renal sano de 6rgano de donante en muerte encefalica para trasplante renal
(“Control”). 17 muestras de 17 donantes.

Tejido sano Tejido sano Tumor CCR Tumer CCR
de rifiomn de rifion con células claras / cromdfobo
de donante CCR celulas
claras
Control (x 17) No CCR{x12) CCRec(x72) Crom (x 4)

Figura 25. Muestras incluidas en el estudio.

El proceso de analisis proteémico sigue el siguiente esquema, que posteriormente sera desarrollado:

A. Extraccion proteica y marcado iTRAQ.
0 Extraccion proteica:
= Preparacion y lavado de las muestras.
= Homogeneizacion y extraccién proteica
Cuantificacién proteica.
Digestidn enzimatica de las proteinas (en péptidos).
Marcado de péptidos.
0 Separacion por punto isoeléctrico.
B. Separacion por cromatografia de fase reversa (RP LC) y anélisis de los péptidos mediante
espectrometria de masas (ESILTQ Orbitrap Velos).
C. Andlisis funcional de los datos.

O O O

4.3.7.4. Extraccion proteica y marcado iTRAQ.

A. Preparacion y lavado de muestras. De cada una de las muestras se obtuvo un fragmento
significativo de alrededor de 50 mg. Lavado de las muestras con inhibidor de proteasas (Mini Complet,
Roche) disuelto en PBS (phosphate buffer saline) para impedir la degradacién proteica al descongelar la
muestra.

B. Extraccion proteica. Cada una de las muestras fue sometida a una técnica de extraccién proteica
mediante un tampdn (buffer) de extraccién. En este caso se utilizd un método mixto fisico y quimico
mediante el homogeneizador de muestras Precellys: la muestra se introdujo junto con 4 piezas de
ceramica y un tampdn quimico en el dispositivo. La composicién del buffer de extraccion es la siguiente:

- TM de urea: es un agente caotrdpico, lo que significa que lisa las células al romper las
membranas celulares.

- 2Mde thiurea: que aumenta la solubilidad de las proteinas.

- 100 mM de HEPES: tampdn que mantiene el pH de la disolucién en 7,3.

- Inhibidor de las proteasas (1:100; 1 tableta por 7ml) (Mini Complete, Roche)

- Benzonasa (1:1000): destruccion de ADN y ARN.

- DTT para la destruccion de puentes disulfuro.
- Detergente, para mejorar la lisis celular.
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Cada muestra, tras el proceso de extraccion proteica, fue centrifugada a 4°C durante 15 minutos a
16.000rpm. De ese centrifugado se selecciond el suero sobrenadante, donde estan contenidas las
proteinas.

C. Cuantificacion proteica. La técnica iTRAQ se basa en el andlisis conjunto de todas las muestras
incluidas en cada uno de los 4 grupos de estudio, de forma simultanea. Esto exige que en la muestra final
a analizar tienen que estar representadas cada una de las muestras con la misma cantidad de proteina.
En este punto se unificaran las muestras de cada grupo de anélisis, reduciendo los elementos a procesar
solo a 4.

Para ello debe cuantificarse la cantidad de proteinas de cada muestra, y seleccionar 100 ug de cada una
de ellas. La cuantificacién se realizé mediante técnica de Bradford, que cuantifica las proteinas mediante
espectrofotometria (Protein Assay Kit, Bio-Rad). En las siguientes 4 tablas se resume la cantidad de
proteina de cada una de las muestras, su concentracion y el volumen finalmente incluido en el grupo
correspondiente, de forma que cada muestra contribuyera con 100 ug de proteina a su grupo.

MUESTRA PROTEINAS (ug) CONCENTRACION  VOLUMEN () con
(g/ml) 100pg DE PROTEINA

CCRcc 2 1.245 3.113 32.1

CCRec 3 1.074 2.684 37.3

CCRcc 4 0.740 1.850 54.1

CCRec 6 0.465 1.163 86.0

CCRec 12 0.588 1.470 68.0

CCRec 14 0.406 1.016 98.5

CCRec 15 0.593 1.482 67.5

CCRec 17 0.495 1.237 80.9

CCRec 18 0.637 1,592 62.8

CCRec 19 1.064 2.659 376

CCRec 20 0.823 2.058 486

CCRec 21 0.563 1.408 71.0
VOLUMEN FINAL 744.3pL
TOTAL PROTEINA 1200pg

Tabla 18. Muestras de CCR células claras. Cantidad de proteina, concentracion y volumen necesario
para seleccionar 100pg.
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MUESTRA PROTEINAS (ug) CONCENTRACION VOLUMEN (ul) con
(pg/ml) 100pg DE PROTEINA

CCRcr1 1427 3.567 56.1

CCRcr 5 1.064 2.659 755

CCRcr 9 0.985 2.463 81.2

CCRcr 13 1.255 3.138 63.7

VOLUMEN FINAL 276.2uL
TOTAL PROTEINAS 800ug

Tabla 19. Muestras de CCR cromdéfobo. Cantidad de proteinas, concentracion y volumen necesario para
seleccionar 100ug

MUESTRA PROTEINAS (ug) CONCENTRACION VOLUMEN (ul) con
(ug/ml) 100ug DE PROTEINA

NT 2 1.262 3.155 31.7
NT 3 1.157 2.891 34.6
NT 4 1.262 3.155 31.7
NT 6 1.031 2.578 38.8
NT 12 1.327 3.318 38.1
NT 14 1.327 3.318 30.1
NT 15 1.116 2.791 35.8
NT 17 1.458 3.644 27.4
NT 18 1.086 2.716 36.8
NT 19 1.021 2.553 39.2
NT 20 1.312 3.280 30.5
NT 21 1.357 3.393 29.5

VOLUMEN FINAL 404.2pL

TOTAL PROTEINAS 1200pg

Tabla 20. Muestras de tejido sano de rifion con CCR de células claras. Cantidad de proteina,
concentracion y volumen necesario para seleccionar 100ug.
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MUESTRA PROTEINAS (ug) CONCENTRACION VOLUMEN (ul) con
(pg/ml) 100pg DE PROTEINA

CONTROL 1 1.290 3.225 31.0
CONTROL 2 1.341 3.352 298
CONTROL 3 1.047 2618 38.2
CONTROL 4

CONTROL 5 0.923 1.808 55.3
CONTROL 6 0.576 1.441 69.4
CONTROL 7 1.371 3.428 29.2
CONTROL 8 0.834 2.086 479
CONTROL 9 0.683 1.706 58.6
CONTROL 10 0.688 1.719 58.2
CONTROL 11 1.427 3.567 28.0
CONTROL 12 1.143 2.858 35.0
CONTROL 13 0.379 0.947 105.6
CONTROL 14 0.662 1.656 60.4
CONTROL 16 0.617 1.542 64.9
CONTROL 17 0.627 1.567 63.8
CONTROL 18 1.234 3.086 324

VOLUMEN FINAL 858.3uL
TOTAL PROTEINAS 1700pg

Tabla 21. Muestras de tejido renal sano de donante cadaver de rifién para trasplante. Cantidad de
proteina, concentracion y volumen necesario para seleccionar 100pg.

Una vez conseguidos los cuatro grupos, se realiza una segunda cuantificacién mediante el método
Bradford de cada uno de ellos, para conseguir 110 g de proteina de cada grupo. Para ello se precipitan
las proteinas mediante centrifugado, tras afiadir metanolcloroformo, eliminando el sobrenadante y
evaporando el precipitado. Se reconstituye la muestra en solucion de 7M de urea y 2M de tiourea y se
realiza un segundo Bradford'02,
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MUESTRA PROTEINAS  CONCENTRACION  VOLUMEN (ul) con 110ug
(Hg) (Hg/ml) DE PROTEINA

CCRcc 2.117 1.059 103.9

CCRer 3.166 1.581 69.6

Tejido sin tumor de rifidn con 2.822 1.411 78.0
CCRcc

Tejido sano de donantes 2.622 1.311 83.9
cadaver

Tabla 22. Muestras de los cuatro grupos del estudio. Cantidad de proteinas, concentracidn y volumen
necesario para seleccionar 110ug.

1200 ug proteinas 110 ug protcinas

CCRcc \ -. ‘m.
"r'é

‘ CCRer - .
400 ug proteinas CCRer

"r.-,g‘% e AT

1200 ug protefnegs CCRee sano

110 ug proteinas

‘ | 18 Cusmificacion Rifién donado 22 Cuantificacion

100ugde cada muestra 1700 ug proteinas
Rifien denado
110 ug proteinas

Figura 26. Cuantificacion y unificacién de muestras en 4 grupos.

E. Digestion enzimatica de las proteinas. Es necesario digerir las proteinas en péptidos que puedan
posteriormente ser marcados e identificados. Con este objetivo se emple6 la técnica FASP (Filter aided
sample preparation)'%, Esta técnica se realiza sobre un filtro que permite el paso de moléculas menores a
30.000 Da, repitiendo un proceso que combina tres acciones: REDUCIR, ALQUILAR Y DIGERIR. De esta
forma, 100ug de cada muestra en una solucién de 7M de urea y 2M de thiourea se dispuso sobre el filtro,
aplicando los siguientes procesos:

« REDUCIR: consiste en la eliminacién de los puentes disulfuro que conforman la estructura
tridimensional de una proteina, mediante DTT (ditiotreitol). Se afiadieron 10mM de DTT durante
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una hora a 37° a cada muestra, sobre el filtro. El filtro elimina los fragmentos innecesarios y
retiene las proteinas ya reducidas (desplegadas).

* ALQUILAR: consiste en impedir el restablecimiento de los puentes disulfuro y por tanto evitar el
replegamiento de las mismas. Los puentes disulfuro se establecen entre los grupos SH del
aminoacido CYS (cistina), el unico aminoacido que tiene estos grupos. Para conseguirlo, se
afiade un grupo alquil a cada terminacién SH. Para ello se afiadieron 50mM de iodoacetamida
durante 20 minutos, en un ambiente oscuro.

» DIGERIR: por ultimo se deben convertir las proteinas en péptidos identificables. Se realizé una
digestion enzimatica durante una noche, con una endoproteinasa Lys-C proveniente de
acromobacter lyticus M497-1 (Wako Pure Chemical Industries), en una proporcion 1:50 de
enzima con respecto a proteina. Finalmente se afiadié tripsina (Promega) para una segunda
digestion durante 6 horas. La digestion fragmenta las proteinas en péptidos rompiendo los
enlaces de la siguiente forma:

0 LYS-C: rompe las proteinas detras de cada LYS (lisina).
o Tripsina: rompe detras de cada LYS y cada ARG a no ser que el siguiente residuo sea
una prolina

El filtro permite el paso de los péptidos de menos de 30.000Da, que son los que se utilizaron en
el posterior analisis.

Reduccion —— > Alquilacién Digestion

Lyzine or

J Trypsin dgestion

0

0
PP
N - WOH HEN.\T/. i
H H
R al Py

Figura 27. Método FASP para la digestion de las proteinas en péptidos identificables.

F. Marcado de péptidos. iTRAQ. Para la cuantificacién e identificacion de los péptidos de forma
simultdnea se debe pasar de las 4 muestras de péptidos, una por cada grupo de estudio, a una Unica
muestra representada homogéneamente por cada grupo. Pero previamente debe marcarse cada grupo
con uno de los cuatro is6topos reactivos de iTRAQ: 114.1, 115.1, 116.1 y 117.1. Cada muestra de
digestion proteica fue marcada de acuerdo con las instrucciones del fabricante (ABSciex), con la siguiente
correspondencia:
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ETIQUETA iTRAQ TEJIDO DEL ESTUDIO
114 Tejido sano de donante cadaver
115 Tejido no tumoral de rifion con CCRcc
116 Tejido de CCR croméfobo
117 Tejido de CCR células claras

Tabla 23. Correspondencia de las etiquetas iTRAQ del estudio.

Tras una hora de incubacion de la muestra junto con el reactivo, las muestras se unificaron, evaporaron y
centrifugaron.

G. Separacion por punto isoeléctrico. La muestra Unica se procesa para dividir los péptidos en 24
grupos segun su punto isoeléctrico. Para ello se utilizd el sistema fraccionador 3100 OFFGEL Fractionator
system (Agilent Technologies). Se dispusieron 150ul de cada muestra, en un medio a 20°C y 50uA hasta
que se alcanzo el electroenfoque en 50kVh. Tras el enfoque, se retiraron las 24 fracciones de péptidos,
diluyendo el medio en 100ul de una solucién 0.1% TFA. Se unificaron los péptidos con la dilucion
correspondiente, y esta nueva disolucion se evapord mediante centrifugado en vacio.

4.3.7.5. Analisis de los péptidos mediante NanoLC-MS/MS.

Las muestras digeridas fueron separadas mediante cromatografia de liquidos, y analizadas mediante
electrospray MS/MS, mediante el sistema Eksigent nano LC acoplado a un espectrémetro de masas LTQ
Orbitrap Velos (Thermo Scientific), equipado con una fuente ionica de nanoelectrospray (Proxeon
Biosystems). Los péptidos mas abundantes fueron sometidos a fragmentacion (MS/MS) mediante colisidn
con elevada energia o “Higher energy collision dissociation (HCD)”.

4.3.7.6. Analisis de los datos iTRAQ.

Los espectros masas adquiridos se analizaron mediante el programa Proteome Discoverer 1.3.0.339
(Thermo Scientific), empleando la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot y Sequest como motor de
busqueda. Las funciones bioldgicas y rutas metabdlicas se analizaron mediante el programa Ingenuity
Patway Analysis (IPA).

Se considerd que una proteina estaba sobre-expresada con un punto de corte de 2 veces en
comparacion con la otra muestra comparada, e infra-expresada si la proporcion era inferior a 1/2 (0.5).
Sélo se consideraron validas para andlisis aquellas proteinas identificadas con al menos 2 péptidos
unicos.

El andlisis de las proteinas identificadas se dirigié a identificar de cada péptido la siguiente informacion:

e Laproteina a la que corresponden.

» Elgen que codifica la proteina.

e Lacalidad de la identificacion.

» Las rutas metabdlicas y procesos biolégicos en los que las proteinas estan identificadas.
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Asi mismo, con IPA se pueden establecer patrones alterados bioldgicos, es decir, aumento o disminucién
de procesos biol6gicos en los que multiples proteinas estan alteradas.

Tejido sano Tejido sano Tumor CCR Tumor CCR
derifion de rifion con células claras croméfobo
de donante CCR celulas
claras
Control (x 17) NoCCR(x12) CCRce (x 12) Crom (x 4)

Lisis tejidos Lisis tejidos Lisis tejidos
Extraccion proteina l Extraccion proteina l Extraccion proteina

Digestion
Marcaje peptidos

Digestion Digestion
Marcaje péptidos Marcaje peptidos

/

Py 2

AT EA

1 |EF Fracciones 24,

LC-MS/MS
Identificacion
Cuantificacion

EEEE

W ILZI | | S=S0 PERFILES

SV IEGW T R c PROTEOMICOS
;ﬁ = Analisis
a dedams/
’ ANALISIS

IR er FUNCIONALES
miz 114 115 116 17
IDENTIFICACION CUANTIFICACION

Figura 28. Procesado y andlisis de las muestras.

4.3.8. Andlisis estadistico.
Se realizaron comparaciones de cada una de las proteinas identificadas en cada grupo, estableciendo su
sobre-expresion o infra-expresidn de las mismas en estas comparaciones.

Se establecié como punto de corte para determinar que una proteina se encontraba sobre o infra-
expresada el ratio 2. El punto de corte habitual en estos trabajos oscila entre 1,5y 1,8'%4105_ Se opté por
un punto de corte mas restrictivo para discriminar mejor las proteinas con potencial valor como
biomarcador.
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5. RESULTADOS.

El estudio recogié muestras de tejido de los pacientes con tumor incluidos en el mismo, considerando
para su comparacion las muestras de tejido obtenidas de donantes cadaver para trasplante renal.

Se describiran inicialmente las caracteristicas de estos pacientes.

Una vez procesadas las muestras, se establecieron diferentes comparaciones entre los resultados
obtenidos de cada grupo, de acuerdo con el disefio inicial del estudio:

Tejido sano de rifion con tumor (“NT”) frente a tejido de rifidn de donacién para trasplante
(“Control’).

Tejido sano de rifion con tumor (“NT”) frente a tejido de tumor CCRcc.

Tejido de rifidn de donacién para trasplante (“Control”) frente a tejido de tumor CCRcc.

Tejido de CCRcc frente a tejido de CCRer.

Los resultados de estas comparaciones se desgranaran de forma independiente, para una mejor
comprension.

5.1. PACIENTES CON TUMOR INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

La tabla 24 resume las caracteristicas histopatolégicas y quirdrgicas de los 21 tumores renales incluidos
inicialmente en el estudio. De los 21 pacientes, 13 fueron varones (62%) y 8 mujeres (38%). La edad
media fue de 64.6 afios con una desviacion estandar (DE) de 13.5.

Respecto a las cirugias realizadas, 17 fueron nefrectomias radicales (81%) y 4 parciales (19%).
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CASO FECHA DE INTERVENCION  TIPO DE NEFRECTOMIA  ANATOMIA PATOLOGICA

CCR/001 07/06/2011 Parcial CCRer
CCR/002 08/06/2011 Radical CCRcc
CCR/003 15/06/2011 Radical CCRcc
CCR/004 29/06/2011 Radical CCRcc
CCR/005 05/07/2011 Radical CCRer
CCR/006 02/08/2011 Radical CCRcc
CCR/007 16/08/2011 Radical CCRp
CCR/008 23/08/2011 Parcial CCR células granulares
CCR/009 29/08/2011 Radical CCRer
CCR/010 30/08/2011 Radical Pielonefritis cronica
CCR/011 28/09/2011 Radical Oncocitoma
CCR/012 11/10/2011 Radical CCRcc
CCR/013 21/10/2011 Radical CCRer
CCRI/014 03/11/2011 Radical CCRcc
CCR/015 14/11/2011 Radical CCRcc
CCR/016 15/11/2011 Parcial Quiste renal simple
CCR/017 29/11/2011 Radical CCRcc
CCR/018 09/12/2011 Parcial CCRcc
CCR/019 03/01/2012 Radical CCRcc
CCR/020 31/01/2012 Radical CCRcc
CCR/021 14/01/2012 Radical CCRcc

Tabla 24. Muestras de nefrectomia radical o parcial del estudio.

De los 21 pacientes incluidos, 19 presentaron en el andlisis histopatoldgico una lesion tumoral: 12 con
CCRcc, 4 con CCRer, 1 CCR granular, 1 CCRp y 1 oncocitoma.

En 2 pacientes, la sospecha clinica inicial no se confirm6 finalmente: uno presentd una pielonefritis
cronica y otro un quiste simple.

De los 19 pacientes con tumor, finalmente se seleccionaron 16, con diagnéstico de CCRcc (12) y CCRer
(4) para el analisis protedmico.

En la tabla 25 se recogen los datos antropométricos e histoldgicos de los 16 pacientes finalmente
estudiados.
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CODIGO SEXO EDAD (afios) PESO (kg) TALLA(cm) FECHACIRUGIA TIPO CIRUGIA ANATOMIA PATOLOGICA ESTADIOT FUHRMAN

CCR/001 Mujer 56 07/06/2011 Parcial CCRer T1a 2
CCR/002 Varon 85 69 165 08/06/2011 Radical CCRcc 1b 2
CCR/003 Varon 70 98 183 15/06/2011 Radical CCRcc 1b 3
CCR/004 Varon 82 80 175 29/06/2011 Radical CCRcc 1 2
CCR/005 Varon 58 112 193 05/07/2011 Radical CCRcr 1b 3
CCR/006 Varon 73 80 172 02/08/2011 Radical CCRcc 3a 3
CCR/009 Mujer 62 57 155 29/08/2011 Radical CCRcr 3a 2
CCR/012  Mujer 64 68 163 11/10/2011 Radical CCRcc 1a 1
CCR/013 Varon 81 85 175 21/10/2011 Radical CCRcr 1a 2
CCR/014  Mujer 52 55 160 03/11/2011 Radical CCRcc 1b 4
CCR/015 Varon 48 81 175 14/11/2011 Radical CCRcc 3a 2
CCR/017  Mujer 41 65 155 29/11/2011 Radical CCRcc 3a 2
CCR/018 Mujer 75 68 160 09/12/2011 Parcial CCRcc 3a 2
CCR/019 Varon 82 03/01/2012 Radical CCRcc 3a 4
CCR/020 Varon 41 31/01/2012 Radical CCRcc 3a 4
CCR/021  Mujer 65 60 162 14/01/2012 Radical CCRcc 1a 2

Tabla 25. Datos antropométricos y anatomopatolégicos de los 16 pacientes incluidos en el estudio.
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5.2. PACIENTES DONANTES CADAVER PARA TRASPLANTE RENAL.

La tabla 26 resume los datos antropométricos de los 17 donantes cadaver para trasplante que se
incluyeron en el grupo “Control”, asi como las caracteristicas histopatologicas de los rifiones.

En resumen, de los 17 pacientes incluidos, 8 fueron mujeres (44.4%), y 9 varones (50%). La edad media
fue de 73.9 afios con una desviacion estandar (DE) de 10.5.

Un total de 7 injertos no fueron finalmente implantados.
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CODIGO SEXO EDAD (afios) PESO (kg) TALLA (cm) FECHA EXTRACCION RINON VALIDO CAUSA DE NO UTILIZACION DEL RINON

Control1  Mujer 65 55 150 02/06/2011 No Glomeruloesclerosis > 20%
Control 2 Mujer 72 70 165 25/06/2011 No Neoplasia epitelial incipiente de ovario
Control 3  Var6n 78 65 162 15/07/2011 No Glomeruloesclerosis > 20%
Control4  Vardn 78 80 160 17/07/2011 No Lesion vascular
Control 5  Varén 46 120 150 03/08/2011 Si

Control 6  Varon 79 90 178 28/08/2011 Si

Control 7 Varén 79 70 170 02/09/2011 Si

Control 8  Vardn 78 75 170 15/10/2011 Si

Control 9  Mujer 81 80 155 30/10/2011 No Rifiones atroficos
Control 10  Mujer 71 75 168 04/11/2011 Si

Control 11 Mujer 82 50 145 23/11/2011 Si

Control 12  Mujer 79 65 150 25/11/2011 No Glomeruloesclerosis > 20%
Control 13 Mujer 83 65 160 09/12/2011 Si

Control 14  Varén 70 85 173 26/12/2011 Si

Control 15  Mujer 80 70 153 04/01/2012 Si

Control 16  Var6n 83 70 172 05/02/2012 Si

Control 17 Varoén 53 100 180 10/02/2012 No Sepsis

Tabla 26. Datos antropométricos y anatomopatol6gicos de las muestras “Control”.
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5.3. RESULTADO DEL ANALISIS PROTEOMICO GLOBAL.

5.4. COMPARACION ENTRE TEJIDOS SIN TUMOR: “NT” FRENTE A “CONTROL”.

Se realizd una comparacién por tanto entre las muestras de estos dos grupos, ya comentadas
previamente en los apartados 5.1y 5.2: 17 de rifiones de donante cadaver para trasplante y 12 de tejido
sano de rifién con CCRcc. El nimero total de proteinas identificadas fue de 3900.

El andlisis comparativo entre ambos grupos mostré que, desde el punto de vista metabdlico, ambas
muestras tenian un comportamiento muy similar, aunque con alguna diferencia destacable.

En la figura 29 se muestran las diferencias en la expresién de las 3900 proteinas identificadas, en forma
de ratio logaritmico. En las abscisas se distribuye el ratio logaritmico de sobre-expresion o infra-
expresion, y en las ordenadas, la cantidad de proteinas con ese ratio. . Como se puede observar, la
expresion proteica entre los dos tejidos sigue una distribucién normal, con muy poca dispersion: las
diferencias son escasas entre ambas muestras.

Se escoge expresar los resultados de forma logaritmica para que la sobre-expresion y la infra-expresion
tengan un resultado analogo pero con valor positivo o negativo. De esta forma, una proteina X que se
encontrara sobre-expresada en “NT” frente a “Control”, hallando el doble de cantidad, se representaria en
esta grafica como log(2), es decir, en el valor 1 de las abscisas; y si otra proteina Z se encontrara infra-
expresada en “NT” frente a “Control”, halldndose la mitad de cantidad, se representaria como log(0.5), es
decir, en el punto -1 de las abscisas.

Unas diferencias marcadas mostrarian una gran amplitud en la grafica. Como es esperable, en este caso
el resultado ofrece una distribucion normal con una dispersién muy limitada, como expresién de la
similitud biolégica de ambas muestras.
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Figura 29. Comparacion en los ratios de expresion de ambos tejidos sin tumor. Histograma que
muestra la distribucién de los ratios de sobre-expresion e infra-expresion de proteinas entre estos grupos,
en Log2 y agrupados por intervalos. Ratios (logaritmicos) de expresion de las diferentes proteinas
identificadas entre los grupos “NT” y “Control”. En el eje de las abscisas se representa el ratio de sobre-
expresion (mayor de 0) o infra-expresion (menor de 0) de cada una de las 3900 proteinas, y el nimero de
proteinas se representa en el eje de las ordenadas.

En la figura 30 se representa graficamente la dispersion de las proteinas identificadas en la comparacion
entre estas dos muestras (“NT” y “Control”). Cada punto del grafico representa una proteina, y el area del
mismo punto representa la cantidad de esa proteina que se ha identificado en el analisis. Es evidente en
este grafico que las proteinas con expresion diferenciada entre ambos grupos son escasas.
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Figura 30. Dispersion de los ratios de expresion de las proteinas entre los grupos “NT” y “Control”. Cada
proteina corresponde a un circulo. En esta grafica se muestran los siguientes parametros:

En el eje de abscisas se expresa, en base logaritmica, el ratio de sobre-expresion o infra-expresion de
cada proteina en la comparacién “NT"/"Control”. Sigue una distribucién normal, de forma que la mayoria
de las proteinas, al tener cantidades similares en ambos grupos, se distribuyen en torno al 0. Se
identifican con facilidad las proteinas con expresion mas diferenciada en esta comparacién: 23 proteinas
sobre-expresadas y 10 infra-expresadas con un punto de corte de 2.

En el eje de las ordenadas se determina la cantidad de cada proteina encontrada.

El area de cada circulo representa el nimero de péptidos Unicos de esa proteina identificados, lo que es
una expresion de la calidad en la identificacion.

Dentro de esta comparacion, se aprecia que son muy pocas las proteinas que aparecen con mas
frecuencia en el tejido “Control” que en el “NT” (con un punto de corte de 2, s6lo 10 proteinas). En
cambio, se identificaron 23 proteinas que con ese ratio de 2 estaban sobre-expresadas en el tejido “NT”.

En la figura 30 se afiade informacion con respecto a la 29: la cantidad hallada de cada una de las
proteinas identificadas, lo que permite una interpretacién mas precisa de la relevancia de cada resultado.

Otro parametro que debe valorarse es la calidad en la identificacion de la proteina en EM. Para ello se
utiliza el PSM (peptide spectrum matches o asignacion péptido-espectro): identifica el nimero de veces
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que una secuencia peptidica de una proteina en concreto ha sido identificada; cuanto mayor sea,
determina una mayor calidad en la cuantificacion de la proteina. Las herramientas de anéalisis mediante
espectrometria de masas no identifican directamente proteinas, sino secuencias de péptidos que deben
ser asignadas posteriormente a una proteina. Dado que en este tipo de experimentos se generan miles
de espectros, la interpretacion manual no es una alternativa valida. Se utilizan diferentes herramientas
para realizar estos emparejamientos, y a cada uno de ellos se le denomina asi: PSM.

En las tablas con las proteinas sobre-expresadas e infra-expresadas de cada comparacién se van a
incluir los siguientes datos: la descripcion de la proteina, el gen que la codifica, la asignacion péptido-
espectro 0 PSM (peptide-spectrum match) y el ratio de expresién diferenciada.

En la tabla 27 se muestran las proteinas sobre-expresadas en “NT” frente a “Control” con un ratio de
sobre-expresion superior a 2, con su PSM correspondiente.

DESCRIPCION GEN PSM RATIO
Haptoglobin HP 125 3,06
Apolipoprotein A-l APOA1 137 2,72
Apolipoprotein A-ll APOA2 10 2,68
Hemoglobin subunit beta HBB 1105 2,65
Hemoglobin subunit alpha HBA1 687 2,53
Hemoglobin subunit delta HBD 732 2,38
Apolipoprotein A-IV APOA4 50 2,35
Fibrinogen beta chain FGB 161 2,35
Fibrinogen alpha chain FGA 174 2,24
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 ITIH4 47 2,20
Apolipoprotein B-100 APOB 98 2,19
Serum albumin ALB 1959 217
Fibrinogen gamma chain FGG 158 217
Ig gamma-2 chain C region IGHG2 160 2,16
Ig kappa chain V-IV region Len IGKV4-1 7 2,15
Alpha-1-acid glycoprotein 2 ORM2 41 2,12
Complement factor B CFB 49 2,09
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase HMGCS2 38 2,09
Serum paraoxonase/arylesterase 1 PON1 8 2,05
Ig gamma-1 chain C region IGHG1 238 2,04
Serotransferrin TF 318 2,03
Prostaglandin-H2 D-isomerase PTGDS 9 2,02
Ig mu chain C region IGHM 51 2,01

Tabla 27. Listado de proteinas sobre-expresadas en “NT” frente a “Control”, con un ratio de
sobreexpresién superior a 2, con el PSM correspondiente.
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En la tabla 28 se describen las proteinas infra-expresadas en la comparacién "NT" frente a "Control” con
un ratio superior a 2.

DESCRIPCION GEN PSM RATIO
Collagen alpha-2(l) chain COL1A2 53 6,67
Collagen alpha-1(l) chain COL1A1 72 6,25
Collagen alpha-1(lll) chain COL3A1 11 4,35
Chitinase-3-like protein 1 CHI3L1 9 3,33

Phospholipase A2, membrane associated PLA2G2A 5 2,78
Fibrillin-1 FBN1 129 2,63

Collagen alpha-4(IV) chain COL4A4 5 2,56
Collagen alpha-1(1V) chain COL4A1 136 2,50
Metalloproteinase inhibitor 3 TIMP3 8 2,44
Collagen alpha-2(1V) chain COL4A2 108 2,38

Tabla 28. Listado de proteinas infra-expresadas en “NT” frente a “Control” con un ratio superior a 2, con
el PSM correspondiente. Se ha invertido el ratio de expresion entre ambos grupos (1/resultado) para una
mejor interpretacion (si el resultado de una proteina A es la mitad de abundante en CCRcc que en
“Control”, en vez de 0.5 se expresara como 1/0.5=2).

El analisis de las rutas metabolicas en las que estas proteinas sobre-expresadas estaban implicadas
mostr6 que la actividad inflamatoria y la cadena de reaccion de fase aguda estaban muy activadas en el
tejido del grupo “NT” frente a las muestras del grupo “Control”.

En la figura 31 se detallan las rutas metabodlicas mas relevantes con diferencias entre ambos grupos. Es
destacable el aumento de la actividad inflamatoria, tanto del sistema de complemento como de la
reaccion de fase aguda. La figura esta sacada de los resultados del andlisis funcional con la herramienta
IPA de nuestros resultados.

Downregulated M Mo change M Upregulated Mo owedap with dataset
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Figura 31. Rutas metabolicas mas relevantes diferencialmente expresadas en “NT” frente a “Control”.
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En relacion a la ruta de la reaccion de fase aguda, es destacable que 49 de las 177 proteinas conocidas
de la misma estaban sobre-expresadas en el grupo “NT".

El ratio de expresién diferencial de las 177 proteinas de la ruta de reaccion de fase aguda tuvo una
mediana de 1.74 (rango intercuartilico 1.54-2.11). En la figura 32 se representa el final de la ruta de
reaccion de fase aguda, y se marcan las proteinas de la misma que se encontraron sobre-expresadas.
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Figura 32. La reaccion de fase aguda se inicia en la agresién a un tejido, que activa macréfagos, fibroblastos y células endoteliales, iniciando una cascada desencadenada
inicialmente por TNF-a (factor de necrosis tumoral a), IL-1 (interleukina 1), OSM (oncostatin) e IL-6 (interleukina 6), liberadas en el espacio extracelular. A través de sus
receptores, se introducen en el citoplasma y activan la respuesta en el nucleo para la produccion de los productos finales, que se secretan al plasma. En esta imagen se ha
mantenido sélo la respuesta en nucleo y en secrecion al plasma final. Se ha marca en color todas aquellas proteinas sobre-expresadas en “NT” frente a “Control”.
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AMBP. Proteina del gen AMBP.
APOA. Apolipoproteina A.

APOH. 8 - 2 glicoproteina 1.

TTR. Transtirretina.

AHSG. a - 2 HS glicoproteina.
HRG. Glicoproteina rica en histidina.

TF. Serotransferrina.

[TIH2. Inhibidor de la inter-o-tripsina H2.

RBP. Proteina plegadora de retinol.
CFB. Factor B del complemento.

C3. Factor 3 del complemento.

AGT. Serin-piruvato aminotransferasa.
HMOX. Heme-oxigenasa 1.

A2M. Macroglobulina a2.

FGA. Cadena a del fibrindgeno.

FGB. Cadena B del fibrindgeno.

FGG. Cadena y del fibrindgeno.

C4. Factor 4 del complemento.

CP. Ceruloplasmina.

PLG. Plasmindgeno.

SERPIN A 1. a - 1 antitripsina.
HBX. Proteina X de VHB.

HP. Haptoglobina.

C4BP. Proteina plegadora de C4.
SERPIND1. Cofactor 2 de heparina.
SERPINF. a - 2 antiplasmina.

C1. Factor 1 del complemento.
[TIH4. Inhibidor de la inter-a-tripsina H4.
KLKB1. Calicreina plasmatica.

F2. Protrombina.

SERPINGH. Inhibidor de proteasa plasmatica C1.
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5.5. COMPARACION ENTRE TEJIDOS SIN TUMOR (“NT” Y “CONTROL”) CON
TEJIDO DE CCRcc.

Una vez comparados los dos tipos de tejido sano dentro del estudio, se realizd una comparacion de
ambos con el tejido extraido de CCRcc, con el objetivo descrito de identificar posibles marcadores
tumorales.

La comparacién entre los tejidos sin tumor y el tejido proveniente del tumor mostré diferencias muy
significativas, reflejo de la actividad metabolica y la expresién proteica diferenciada que produce el
CCRcc.

En los siguientes apartados se van a detallar las diferencias generales entre estos grupos descritos, en
comparaciones de dos en dos: “NT” frente a tejido de CCRcc, y “Control” frente a CCRcc.

5.5.1. Tejido CCRcc frente a tejido “Control”.
A continuacion, se detallan los resultados de estas comparaciones.

En la figura 33 se expresan las diferencias de CCRcc frente a “Control” en forma de histograma y en base
logaritmica, tal y como se ha hecho en el apartado 5.4. De este modo, la sobre-expresion de una proteina
se expresa en positivo como un multiplicador igual a la infra-expresion de una proteina, pero éste Ultimo
en negativo.

Como se puede apreciar en la figura 33, las diferencias entre ambos grupos siguen una distribucién
normal, en la que las proteinas sobre-expresadas o infra-expresadas con un multiplicador mayor de 2 son
numerosas. En comparacion con el analisis “NT” frente a “Control”, en este caso la distribucion es mas
dispersa, y la cantidad de proteinas en torno al 0 es mucho menor (alrededor de 300 proteinas, frente a
casi 1000 en “NT"/"Control’).
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Figura 33. Expresion del ratio CCRcc/”Control” en logaritmo de base 2. Histograma que muestra la
distribucidn de los ratios de sobre-expresion e infra-expresion de proteinas entre estos grupos, en Log2 y
agrupados por intervalos. Los diferentes ratios de expresion proteica siguen una distribucion normal,
dejando en los extremos las proteinas encontradas con mayores diferencias entre ambas muestras.

Ademas de la expresion diferenciada, se debe tener en cuenta la cantidad de proteina hallada, asi como
la calidad de la identificacién de la misma. Esto se representa en la figura 34.
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Figura 34. CCRcc frente a “Control”. Expresion diferenciada entre proteinas atendiendo a la
cantidad encontrada de cad a una y a la calidad de la identificacion. Esta figura, analoga a figura 30,
representa de forma gréfica la distribucion de los ratios diferenciados, distribuidos en torno al 0, y las
proteinas con ratios diferenciados superiores a 2.

En esta comparacién, muchas proteinas cumplen el ratio de mas de 2 de sobre-expresion e infra-
expresién Si se compara con la grafica similar del apartado 5.4 (los dos tejidos sin tumor incluidos en el
estudio), se puede observar que las distribucidén no esta tan agrupada como en aquella; ésta muestra una
distribucién mucho mas dispersa, evidenciando unas mayores diferencias entre ambos tejidos.

Se identificaron 232 proteinas con un ratio de sobre-expresion superior a 2, y 333 infra-expresadas con
ese mismo ratio.

En las tablas 29 y 30 se muestran las proteinas con diferencias mas significativas entre estos dos grupos:
tejido “Control” y tejido CCRcc.
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PROTEINAS SOBRE-EXPRESADAS GEN PSM RATIO
CCRcc/CONTROL
Fatty acid-binding protein, brain FABP7 17 9,07
Tropomyosin beta chain TPM2 86 6,38
Gamma-enolase ENO2 57 5,74
Microfibril-associated glycoprotein 4 MFAP4 38 5,62
Periostin POSTN 184 5,11
Transgelin TAGLN 182 5,07
Fibulin-5 FBLN5 41 4,99
Protein kinase C delta-binding protein PRKCDBP 9 4,97
Perilipin-2 PLIN2 27 4,89
Calponin-1 CNN1 55 4,75
Haptoglobin HP 125 4,46
Fibronectin FN1 337 4,38
Thrombospondin-1 THBS1 122 4,15
Thrombospondin-2 THBS2 32 3,81
Galectin-1 LGALS1 46 3,75
Matrix metalloproteinase-9 MMP9 3 3,35
Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 17 3,49

Tabla 29. Seleccion de proteinas sobre-expresadas en la comparacion tejido CCRcc frente a “Control”.
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DESCRIPCION GEN PSM RATIO
PROTEINAS INFRA-EXPRESADAS 1/RATIO *
D-amino-acid oxidase DAO 12 5,26
Fatty acid-binding protein, liver FABP1 33 5,26
Probable 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase, mitochondrial HOGA1 38 5,56
Sodium/glucose cotransporter 2 SLC5A2 29 5,88
Acyl-coenzyme A synthetase ACSM2A, mitochondrial ACSM2A 156 6,25
Sodium/glucose cotransporter 5 SLC5A10 10 6,67
Sodium-coupled monocarboxylate transporter 2 SLC5A12 23 7,14
Solute carrier family 13 member 3 SLC13A3 4 20,00

Tabla 30. Seleccion de proteinas infra-expresadas en la comparacion tejido CCRcc frente a “Control”.

* Se ha modificado el ratio de infra-expresion, invirtiendo el resultado (1/resultado) para una mejor
interpretacion (si el resultado de una proteina A es la mitad de abundante en CCRcc que en “Control”, en
vez de 0.5 se expresara como 1/0.5=2).

5.5.2. Tejido CCRcc frente a tejido “NT”.

Se van a mostrar los mismos graficos que en las otras comparaciones: histograma de distribucién,
distribucién con expresion de la cantidad de proteina identificada y péptidos Unicos, y tabla de las
proteinas mas destacadas.

La figura 35 muestra el andlisis protedmico diferencial entre los tejidos CCRcc y “NT”, el cual es
practicamente superponible al encontrado en la comparacién entre CCRcc y “Control”. Existen igualmente
diferencias significativas en ambos extremos de la figura.
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Figura 35. Tejido de CCRcc frente a “NT”. Histograma que muestra la distribucién de los ratios de
sobre e infra-expresion de proteinas entre estos grupos, en Log2 y agrupados por intervalos. Continta
mostrando una distribucién normal, con diferencias significativas en ambos extremos, igual que en la
comparacion anterior.
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En la figura 36 se muestran las diferencias atendiendo a la cantidad de proteina identificada. Esta figura,
analoga a figura 30, representa de forma grafica la distribucion de los ratios diferenciados, distribuidos en
torno al 0, y las proteinas con ratios diferenciados superiores a 2.
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Figura 36. CCRcc frente a “NT”. Expresion diferenciada entre proteinas atendiendo a la cantidad
encontrada de cada una y a la calidad de la identificacion. Esta figura, anéloga a figura 30, representa
de forma grafica la distribucion de los ratios diferenciados, distribuidos en torno al 0, y las proteinas con
ratios diferenciados superiores a 2.

Las proteinas mas relevantes que se encontraron sobre-expresadas en la comparacion se reflejan en la
tabla 31.
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DESCRIPCION GEN PSM RATIO

Fatty acid-binding protein, brain FABP7 17 7,63
Fibulin-5 FBLN5 41 6,76
Microfibril-associated glycoprotein 4 MFAP4 38 6,49
Periostin POSTN 184 5,98
Gamma-enolase ENO2 57 5,73
Tropomyosin beta chain TPM2 86 5,69
Calponin-1 CNN1 55 5,37
Protein kinase C delta-binding protein PRKCDBP 9 5,08
Transgelin TAGLN 182 4,94
Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 17 4,59
Perilipin-2 PLIN2 27 4,41
Thrombospondin-2 THBS2 32 4,09
Thrombospondin-1 THBS1 122 3,96
Fibronectin FN1 337 3,32
Galectin-1 LGALS1 46 3,21
Matrix metalloproteinase-9 MMP9 3 2,72
Haptoglobin HP 125 1,43

Tabla 31. Relacion de las proteinas sobre-expresadas mas relevantes en la comparacién CCRcc vs
“NT”. Se han seleccionado las mismas que en el anterior apartado, ya que son practicamente
coincidentes los resultados.

Las proteinas mas relevantes que se encontraron infra-expresadas en la comparacion CCRcc frente a
"NT" se reflejan en la tabla 32.

DESCRIPCION GEN PSM 1/RATIO
Probable 4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase, HOGA1 38

mitochondrial 5,56
Fatty acid-binding protein, liver FABP1 33 6,25
D-amino-acid oxidase DAO 12 6,25
Sodium/glucose cotransporter 2 SLC5A2 29 6,67
Sodium/glucose cotransporter 5 SLC5A10 10 7,14
Acyl-coenzyme A synthetase ACSM2A, ACSM2A 156

mitochondrial 714
Sodium-coupled monocarboxylate transporter 2  SLC5A12 23 7,69
Solute carrier family 13 member 3 SLC13A3 4 16,67

Tabla 32. Relacion de las proteinas infra-expresadas mas relevantes en la comparacion CCRcc vs
“NT”. Se han seleccionado las mismas que en el anterior apartado, ya que son practicamente
coincidentes los resultados. * Al igual que en la tabla 31, se ha invertido la infra-expresion (1/resultado) para
mejor comprension.

No hubo ninguna proteina que mostrara un comportamiento diferenciado con un ratio mayor de 2 en las
comparaciones de CCRcc con los tejidos sanos: es decir, que estuviera sobre-expresada en una de las
comparciones e infra-expresada en otra.
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5.5.3. Tejido CCRcc frente a “Control” y “NT”.
La tabla 33 destaca las proteinas mas relevantes de entre el panel de proteinas sobre-expresadas en la
comparacion de CCRcc frente a los tejidos "NT" y "Control".

CCRcc/CONTROL  CCRcc/NT

GEN PSM RATIO RATIO
Fatty acid-binding protein, brain FABP7 17 9,07 7,63
Tropomyosin beta chain TPM2 86 6,38 5,69
Gamma-enolase ENO2 57 5,74 573
Microfibril-associated glycoprotein 4 MFAP4 38 5,62 6,49
Periostin POSTN 184 5,11 5,98
Transgelin TAGLN 182 5,07 4,94
Fibulin-5 FBLN5 41 4,99 6,76
Protein kinase C delta-binding protein  PRKCDBP 9 4,97 5,08
Perilipin-2 PLIN2 27 4,89 4,41
Calponin-1 CNN1 55 4,75 5,37
Haptoglobin HP 125 4,46 1,43
Fibronectin FN1 337 4,38 3,32
Thrombospondin-1 THBS1 122 4,15 3,96
Thrombospondin-2 THBS2 32 3,81 4,09
Galectin-1 LGALS1 46 3,75 3,21
Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 17 3,49 4,59
Matrix metalloproteinase-9 MMP9 3 3,35 2,72

Tabla 33. Proteinas sobre-expresadas en CCRcc frente a los tejidos de sanos (“NT” y “Control”). Se
aprecia la gran similitud en los resultados en ambos grupos.

Asi mismo, la tabla 34 muestra las proteinas mas relevantes de entre las infra-expresadas en esa misma
comparacion CCRcc frente a tejidos "NT" y "Control".
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CCRcc/CONTROL CCRcc/NT

DESCRIPCION GEN PSM RATIO 1/RATIO
D-amino-acid oxidase DAO 12

5,26 6,25
Fatty acid-binding protein, liver FABP1 33

5,26 6,25
Probable 4-hydroxy-2-oxoglutarate HOGA1 38
aldolase, mitochondrial 5,56 5,56
Sodium/glucose cotransporter 2 SLC5A2 29

5,88 6,67
Acyl-coenzyme A synthetase ACSM2A 156
ACSM2A, mitochondrial 6,25 714
Sodium/glucose cotransporter 5 SLC5A10 10

6,67 7,14
Sodium-coupled monocarboxylate SLC5A12 23
transporter 2 714 7,69
Solute carrier family 13 member 3 SLC13A3 4

20,00 16,67

Tabla 34. Proteinas infra-expresadas en CCRcc frente a los tejidos de sanos (‘NT” y “Control’) . Se
aprecia la gran similitud en los resultados. Al igual que en las tablas anteriores, se ha invertido la infra-
expresion (1/resultado) para mejor comprension del ratio.

Como se aprecia en las tablas 33 y 34, la expresion diferenciada de proteinas del tejido con CCRcc con
respecto a cualquiera de las muestras de referencia es similar. En la figura 37 se puede apreciar la
dispersién de proteinas de las muestras “Control” y “NT” frente a tejido con CCR. Se aprecia la
distribucion similar de la dispersion de expresion de proteinas en ambas comparaciones.
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Figura 37. Comparacion entre dos tejidos sanos (“NT y “Control”) frente a tejido con CCRcc.

Al realizar un analisis funcional sobre las rutas metabdlicas que se encuentra alteradas en esta muestra
con respecto a los tejidos de referencia (“NT” y “Control”), se objetivd que en ambas comparaciones se
encontraban resultados similares: un incremento llamativo de las rutas de movimiento celular y de
comunicacion intercelular y una disminucién marcada de los metabolismos de aminoacidos, lipidico y
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especialmente del mitocondrial, con afectaciéon de la practica totalidad de las proteinas de esta ruta
metabdlica.

De hecho, 17 de las 26 proteinas de la via de la glicdlisis estaban sobre-expresadas en CCRcc frente a
los tejidos de referencia. Y de forma paralela, 19 de las 24 proteinas de la via de la respiracion celular se
hallaron infra-expresadas. Estos resultados fueron idénticos comparando CCRcc con ambos tejidos
sanos.

En la figura 38 se muestran las rutas metabélicas méas relevantes que mostraron actividad diferenciada
entre CCRcc y los tejidos de referencia. Se puede apreciar que se encuentra muy enriquecida la via de la
glicélisis, asi como suprimida la de respiracion celular. También se aprecia disminuido el metabolismo de
lipidos.

W Downregulated M Mo change B Upregulated Mo overap with dataset
Percentage
1] 10 20 a0 40 g0 &0 70 80 a0 100 110 120
Acute Phase Response Signaling 179
Fatty Acid a-oxidation 20
Fatty Acid [f-oxidation T 32
Fatty Acid f-oxidation I (Unsaturated, Odd Humber) 4
Glhycolysis T 26
Oxidative Phosphorylation 109
Pentose Phasphate Pathway 10
Renal Cell Carcinorma Signaling 20
TCA Cycle II (Eukaryatic) 24
WEGF Family Ligand-Receptor Interactions 84
VEGF Signaling 99
0.0 25 5.0 75 100 125 150 1758 200 225 250 275 300
-lagip-value)

Figura 38. Vias metabolicas més diferenciadas entre CCRcc y “Control”. Se puede apreciar que se
encuentra muy enriquecida la via de la glicdlisis, asi como suprimida la de respiracion celular. También se
aprecia disminuido el metabolismo de lipidos. La figura estd sacada de los resultados del anélisis
funcional con la herramienta IPA de nuestros resultados.

En cuanto a la ruta canonica de la glicdlisis, descrita en la figura 39, se aprecia en nuestros resultados un
aumento de la mayoria de las enzimas participantes: fosfofructokinasa, aldolasa, enolasa 2 y
piruvatokinasa con ratios por encima de 2. Por otro lado, triosefosfato isomerasa (TPI),
fosfogliceratokinasa y fosfoglucomutasa (PGM) se encontraron elevadas, pero sin alcanzar un ratio de 2.
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Figura 39. Esquema de la via de la glicdlisis. En los recuadros coloreados se encuentran las proteinas
intermedias, mientas que en los blancos se representan las enzimas de esta via. Se ha incluido una
flecha ascendente en las enzimas que se encontraron sobre-expresadas en los resultados del estudio:
con ratio por encima de 2, PFK, aldolasa, enolasa y PK. Ademés de estas enzimas, TP isomerasa, TP,
PGK 'y PGM estaban elevadas pero sin alcanzar un ratio de 2. Sélo HK, PGl y GAPDH se encontraron no
sobreelevadas.

HK: hexokinasa; PGI: glucosa 6 — fosfato isomerasa; TP isomerasa: triosefosfato isomerasa; GAPDH: gliceraldehil 3 — fosfato
dehidrogenasa; PGK: fosfogliceratokinasa; PGM: fosfoglucomutasa; PK: piruvatokinasa.

5.6. COMPARACION ENTRE DOS TUMORES: CCRcc FRENTE A CCRcr.

En la figura 40 se muestra un histograma con los ratios de expresién diferenciada de proteinas entre
CCRccy CCRer.

Los ratios de expresion diferenciada de proteinas en esta comparacion muestran una distribucién
normal, aunque con diferencias importantes entre ambos.
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Figura 40. Distribucion de los ratios de sobre e infraexpresion de proteinas entre CCRcc y CCRcr. En las
abscisas se muestra el Log2 de los ratios CCRcc/CCRc agrupados por intervalos.

En la figura 41, gréfica de distribucion y frecuencias, se aprecia la gran dispersion de resultados en esta
comparacion, que sugiere que el metabolismo de ambos tejidos es sustancialmente diferente.

Abundancia de proteina

-3,0 -2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
CCRcc/Cromofobo. Ratio Log2

Figura 41. Distribucion de los ratios logaritmicos de expresion proteica en la comparacion CCRcc/CCRcr
en funcion de la abundancia de proteinas.
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Al comparar las vias metabdlicas, se comprobd que el metabolismo mitocondrial estaba
sustancialmente mas activo en CCRer que en CCRcc. Y muchas de las proteinas que se encontraron
mas expresadas en CCRcr que en CCRcc estaban relacionadas con estas rutas metabolicas.

En la figura 42 se analizan las diferencias metabdlicas de ambos tejidos. Se puede apreciar que en
CCRcc la supresion de la respiracion celular aerobica y el enriquecimiento de la gliclisis se mantiene
también en esta comparacion. También se refleja un aumento en CCRcc de las vias de inflamacion. La
figura estd sacada de los resultados del andlisis funcional con la herramienta IPA de nuestros
resultados.

W Dowrregulated 8 Mo change B Upregulated Mo avedap with dataset
Percentage
1} 10 20 30 40 50 60 70 8o 90 100 110 120
Orxidative Phosphorylation 109
Acute Phase Response Signaling 179
TCA Cyele IT (Eukaryatic) 24
Fatty Acid f-oridation I 32
Glycolysis I 26
WEGF Signaling 99
Renal Cell Cartinoma Signaling 80
Fatty Acid a-oxidation 20
Pentose Phosphate Pathway 10
WEGF Family Ligand-Receptor Interactions 84
Fatty Acid f-oridation IIT (Unsaturated, ©dd HNumber) 4
0.0 25 5.0 T.A 100 125 150 175 200 225 250 275 300
-log(p-value)

Figura 42. VVias metabdlicas mas diferenciadas entre CCRcc y CCRcr.

La tabla 35 muestra las proteinas mas relevantes de entre las que se encontraron sobre-expresadas en la
comparacién CCRcc y CCRer.
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DESCRIPCION GEN PSM Ratio
Fatty acid-binding protein, brain FABP7 17 11,86
Nicotinamide N-methyltransferase NNMT 9 10,00
Matrilysin MMP7 7 8,06
Gamma-enolase ENO2 57 7,63
Tropomyosin beta chain TPM2 86 6,30
Prolargin PRELP 109 6,11
Lumican LUM 145 5,99
Fibulin-5 FBLN5 41 5,91
Thrombospondin-1 THBSH1 122 5,49
Periostin POSTN 184 5,41
Thymidine phosphorylase TYMP 38 4,73
Collagen alpha-1(V) chain COL5A1 3 4,71
Calponin-1 CNN1 55 4,60
Protein kinase C delta-binding protein PRKCDBP 9 4,54
Collagen alpha-1(l) chain COL1A1 72 4,50
Actin, aortic smooth muscle ACTA2 383 4,33
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 ~ TGM2 88 4,31
Collagen alpha-2(l) chain COL1A2 53 4,29
Collagen alpha-1(XIl) chain COL12A1 262 414
Myosin-11 MYH11 388 4,01
SPARC SPARC 4 3,99
Galectin-1 LGALS1 46 3,97
Thrombospondin-2 THBS2 32 3,90
Versican core protein VCAN 36 3,85
Haptoglobin HP 125 3.49

Tabla 35. Listado de proteinas sobre-expresadas mas relevantes en la comparacién CCRcc vs CCRcr.

La tabla 36 muestra las proteinas mas relevantes de entre las que se encontraron infra-expresadas en la
comparacion CCRcc y CCRcr.

DESCRIPCION GEN PSM 1/Ratio
Barttin BSND 9 3,70
Protein midA homolog, mitochondrial C20rf56 3 3,70
Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial UQCRH 11 3,70
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 MT-CO1 18 3,85
Uncharacterized protein KIAA1210 KIAA1210 5 3,85
Dehydrogenase/reductase SDR family member 2 DHRS2 16 3,85
Creatine kinase U-type, mitochondrial CKMT1A 38 4,00
Solute carrier family 13 member 3 SLC13A3 4 4,00
Cytochrome c oxidase subunit 7C, mitochondrial COX7C 7 4,55
Cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial COX7A2 13 4,55
Brain protein 44-like protein BRP44L 8 5,00
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Tabla 36. Listado de proteinas infra-expresadas mas relevantes en la comparacion CCRcc vs CCRcr.
Como en ocasiones anteriores, se ha invertido el resultado de la infra-expresion (1/resultado) para mejor
comprension.

Se puede observar, por un lado, que muchas de las proteinas que estaban sobre-expresadas en CCRcc
con respecto a los tejidos sin tumor también se muestran muy elevadas en esta comparacion: FABP7,
NNMT, tropomiosina 2, enolasa 2, Periostina, fibulina 5 y haptoglobina. Estas proteinas, por tanto,
parecen muy elevadas en CCRcc con respecto a cualquier ofro tejido analizado.
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6. DISCUSION.

La seleccidn de las muestras a analizar en un estudio es clave para la interpretacién de los resultados,
tanto como la técnica empleada.

La busqueda de biomarcadores de CCR se ha desarrollado en multiples &mbitos: anatomopatol6gico!’-
109, genodmico®210, protedmico® y analisis de miRNA™. Las muestras empleadas han sido diferentes:
tisulares®.112113 - plasmaticas’™ "4 y de urinarias'’>-1"7, entre otras. A su vez, dentro de cada tipo de
estudio, se han aplicado diferentes técnicas: IHQ'%8.18 espectrometria de masas® 14117 |TRAQ% u otras
muchas alternativas. Toda esta diversidad de técnicas y muestras han dado lugar a multiples
combinaciones de estudios, publicando resultados dispares, con la identificacidn de proteinas diferentes y
en ocasiones con conclusiones contradictorias.

Pese a todo, en algunas proteinas si que se han descrito resultados coincidentes, desarrollandose
trabajos de validacion sobre ellas. Incluso, algunos autores han llegado a proponer paneles
diagndsticos®® que no han alcanzado aun la aplicacién clinica’.

La investigacion de biomarcadores en CCR continta en un estado muy preliminar, con multiples puntos
de controversia. Antes de analizar la potencia diagnéstica de posibles biomarcadores, se deberia aclarar
si verdaderamente estan relacionados con el CCR y a través de qué vias metabdlicas.

En cuanto al tipo de muestra utilizada, nuestra hipétesis de trabajo se centra en el estudio proteémico
de muestras tisulares, en vez de en orina o0 plasma, por las ventajas que presentan.

La orina permite la facil deteccién de proteinas. Sin embargo, la principal desventaja de este tipo de
muestra es que muchas de estas proteinas son extracelulares 0 de membrana’2, pudiendo estar por tanto
infrarrepresentadas otras de mayor valor clinico. Ademas, la concentracion de proteinas en orina es muy
variable.

En lo que respecta al plasma, las proteinas pueden encontrarse degradadas debido a las proteasas*, o
unidas a otras proteinas transportadoras. Por otra parte, la concentraciéon de proteinas en plasma
presenta un rango dindmico amplisimo, como ya sefiald6 Anderson'®': proteinas muy abundantes (mg/ml)
y otras extraordinariamente escasas (pg/ml), lo cual puede hacer que se pasen por alto proteinas de gran
valor clinico.

Por el contrario, los analisis de muestras tisulares son los que han ofrecido en la literatura un mayor
numero de proteinas detectadas, con mayor potencial diagnostico y con una mayor concordancia.

En el manejo de las muestras tisulares es esencial la congelacion precoz para evitar su degradacion. Si el
procesado es adecuado, las muestras tisulares ofrecen una mayor concentracion de proteinas que el
resto de muestras posibles®, que ademas estan directamente relacionadas con el tejido tumoral, y con
menor factor de confusion de otras moléculas*® con origenes diversos presentes en plasma u orina.

De momento, en la literatura, los andlisis tisulares son los que mas proteinas han detectado, y los que
mayor concordancia han presentado en sus resultados.
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En lo que respecta a la técnica empleada en el estudio, se optd por la proteémica basada en EM, que
permite un analisis directo y fiel de la funcion metabdlica en un momento dado. Frente a ella, la genética
detecta genes que pueden no ser expresados nunca®. Para evitar ese problema, se puede utilizar ARNm,
pero en ese caso se pasan por alto los cambios postra duccionales'?, que pueden tener un impacto
importante en su funcién y estructura. Los resultados de un estudio protedmico muetran las diferencias en
la expresion de una proteina o grupo de proteinas entre dos 0 mas tejidos diferentes. Para interpretar la
importancia de esas diferencias, se atiende también a la cantidad de proteina hallada y a la precisién con
que ésta ha sido encontrada, en funcién del nimero de péptidos Unicos de esa proteina encontrados.

Los trabajos protedmicos que hasta la fecha han utilizado muestras de orina'” y en plasma''* se han
realizado antes de tener un conocimiento amplio del proteoma del CCR, lo que podria haber limitado la
validez de sus resultados.

Los trabajos que se han realizado en tejido mediante técnicas de protedmica, han tenido
varialimitaciones metodoldgicas.

El primer problema que han presentado ha sido la utilizacion del tejido no tumoral del érgano con CCR
como tejido de referencia® 2!, pero no se ha validado si ese tejido es verdaderamente un tejido sano,
esto es, similar al parénquima normal de un rifidn sin tumor.

La comparacion del tejido de CCR con tejido sano del rifién con tumor ha sido la utilizada en los estudios
de identificacion de biomarcadores en muestras tisulares (proteémicos, genéticos o de cualquier otro
tipo)8 110111121122 | 3 dificultad de acceso a otros tejidos sanos ha condicionado que las muestras
empleadas como referencia no hayan sido validadas adecuadamente. Es por esto que en este estudio se
incluyeran, ademés de las muestras “NT”, las muestras “Control’, con el objetivo de evaluar la validez de
“NT” como referencia frente al tejido CCR. Estas muestras “Control” se obtuvieron de donantes cadaver
de rifidén para trasplante, tomando la muestra de la misma biopsia realizada en ese 6rgano para evaluar
su viabilidad. Hasta la fecha, es la primera vez que se realiza una validacidon de este tejido “NT”
comparandolo con otro tejido sano. Ademas de poder establecer su validez, esta comparacion podria
permitir una mejor interpretacion de los resultados ya publicados con estas muestras.

El segundo problema ha radicado en la conservacién de la muestra, lo cual es clave en los estudios
protedmicos para impedir la degradacidn de las proteinas. La conservacion inadecuada de las muestras
condiciona una identificacion de menor nimero de proteinas, y ademas, puede alterar la concentracion de
las mismas. Por este motivo, se optd por una congelacidén precoz de las muestras, inmediatamente
después de extraidas. Teng'?' estudio el tejido intersticial de CCR, comparandolo con “NT”, y uno de los
problemas que describe de su trabajo fue que tuvo que mantener una hora caliente las muestras, o que
pudo alterar sus resultados.

El tercer problema de los estudios proteémicos ha sido la necesidad de realizar un analisis con cada
muestra para comparar los resultados posteriormente.

Los estudios protedmicos constan basicamente de cuatro fases: preparacion de la muestra,
fraccionamiento de las proteinas, analisis mediante espectrometria de masas y posterior analisis
bioinformatico de los resultados. Cuando estos trabajos comparan dos 0 mas tipos de tejidos, se realiza
esta operacidn con cada uno de ellos, comparando los resultados a posteriori, entre un resultado y otro.
Pero el propio procesado y analisis puede incidir en pequefios cambios de concentracion de proteinas,
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incluso si se analiza en dos ocasiones la misma muestra’®, Esto limita la interpretacion de cambios de
concentracion de una proteina entre dos tipos de muestra, sobre todo si la concentracién de la misma es
baja.

Por este motivo, se opt6 por utilizar la técnica iTRAQ?®!, que permite incluir en un unico analisis hasta
cuatro grupos de estudio diferentes. Las fases son comunes a cualquier analisis protedmico: inicialmente
se prepara cada muestra por separado, y se fraccionan las proteinas en péptidos. Se selecciona una
cantidad determinada de cada muestra, con una idéntica cantidad de proteinas. Cada una de ellas, se
marca con un isétopo diferente, para después unirlas en una Unica muestra. En esa muestra unificada,
por tanto, existird la misma cantidad de proteinas de cada uno de los grupos. El analisis mediante
espectrometria de masas se realiza una unica vez, limitando la heterogeneidad del proceso. Y
posteriormente, se separan las proteinas por ese isétopo que las ha marcado. De esta manera, con un
solo estudio se pueden comparar ratios entre varios grupos, con una minima variabilidad debida a la
técnica.

La técnica iTRAQ, por tanto, limita el nimero de muestras que se puede incluir en el estudio a cuatro. Los
tejidos que se seleccionaron fueron los dos tipos de tejido sano (“NT” y “Control’), tejido de CCRcc y
tejido de CCRecr. Se opt6 por CCRer porque el CCR papilar es méas heterogéneo®,

El cuarto y ultimo aspecto problematico de los estudios protedmicos es la seleccion de un punto de
corte a partir del cual definir una proteina como sobre o infra-expresada. No existe ninguna cifra
consensuada, aunque en general se ha utilizado un punto de corte de 1,5'%114 En el presente estudio se
opt6 por un punto de corte mas selectivo, de 2, para aplicar un criterio méas restrictivo y asi evitar los
falsos positivos en mayor medida. Ademas, este estudio es, hasta la fecha, el que ha sido capaz de
identificar un mayor nimero de proteinas® % en tejido de CCR (3500 proteinas con al menos dos
péptidos Unicos).

Hasta el momento, sélo hay dos estudios publicados en los que se han analizado muestras tisulares de
CCR mediante ITRAQ'05125, En el primero, publicado por Siu' en 2009, se analizaron muestras de CCR
comparandolas con tejido “NT”. Se identificaron 937 proteinas, y utilizaron un punto de corte para
seleccionar diferencias significativas de 1,5. No realizaron un analisis de las rutas metabolicas.
Seleccionan varias proteinas, que también se han encontrado sobre-expresadas en nuestro estudio:
vimentina, perilipina 2, nicotinamida — N- metiltransferasa (NNMT), timidin-fosforilasa y tropomiosina 1.

En el segundo trabajo, publicado por White' en 2013, se compararon muestras de CCR primario con
muestras de CCR metastasico. En sus resultados destacan la asociacién de galectina 1 con peor
pronéstico, estando mas elevada en el tejido metastasico que en el tejido de CCR.

El guion que se va a seguir en esta discusion va a seguir el de las diferentes comparaciones que se
realizaron en el estudio. Inicialmente, la comparacién entre los dos tejidos de referencia: “NT” frente a
“Control”. A continuacion, la comparacién de CCRcc frente a “NT” y “Control”, y en tercer lugar, la
comparacién de CCRcc frente a CCRer. Por ultimo se discutiran los aspectos mas relevantes del estudio,
asi como sus fortalezas y debilidades.
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La primera parte de la discusién se centra en la comparacién entre los tejidos “NT” y “Control” se
realiz6 con dos finalidades: establecer la validez de “NT” como tejido de referencia en los estudios de
CCR, y analizar posibles cambios protedmicos y metabélicos en el tejido “NT” en relacién con la
presencia de un CCR en ese drgano.

Debe resaltarse el hecho de que ninguno de los tejidos de referencia es verdaderamente un tejido “sano”
en el sentido mas amplio del término. El tejido de rifidn con CCR se obtuvo después de una nefrectomia
radical o durante el procedimiento de una nefrectomia parcial, en ambos casos en un ambiente hipoxico
por isquemia del 6rgano y a temperatura ambiente. El tejido del donante de rifidn se obtuvo también un
contexto particular: por un lado, tras una muerte encefélica, lo que también desencadena cambios en el
metabolismo importantes'?, tales como aumento de las moléculas de adhesién, invasion intersticial por
linfocitos y un aumento generalizado de la actividad inflamatoria. Ademés, este tejido también estuvo
sometido a un periodo de isquemia, si bien es cierto que esta isquemia fue diferente que en el tejido “NT”,
pues se realizd en condiciones de hipotermia y con soluciones de preservacion de 6rgano. Ambos
factores modulan la respuesta a la hipoxia con el objetivo de minimizar el dafio tisular producido por la
isquemia — reperfusion.

La isquemia desencadena cambios en el metabolismo celular que condicionan el poder considerar estos
tejidos como completamente sanos, y por tanto debe tenerse en consideracion al interpretar los
resultados'?’. En algunos trabajos al respecto se destaca, en los rifiones que han experimentado un dafio
por isquemia, un aumento de las rutas canonicas de degradacion de aminoacidos y de metabolismo
lipidico, asi como un aumento de la expresion de algunas proteinas como la N-fenil-acetilglicina, el
piruvato, o la NNMT'Z,

Las diferencias entre “NT” y “Control” se deben analizar teniendo en cuenta estas particularidades:
distinto tipo de isquemia y utilizacién de soluciones de preservacién. Por el contrario, los analisis entre
CCRcc y “NT” estan libres de este sesgo, al ser el tipo de isquemia idéntico en ambas muestras.

El estudio de “NT” tiene un interés especial debido a la potencial multicentricidad del CCR y a la posible
presencia de tumores satélites, asi como a la idea cada vez mas consolidada de la existencia de un
microambiente tumoral'®, esto es, de cambios metabdélicos en los tejidos sanos en la proximidad del
tumor.

La multicentricidad del CCR, o la presencia de tumores satélites, es algo estudiado en el pasado, aunque
posiblemente sobre-estimado. Se ha descrito una incidencia entre el 6 y el 25% de los casos'? 130 131132,
Esta potencial multicentricidad podria estar asociada a la idea de microambiente tumoral.

Al analizar los resultados obtenidos al comparar “NT” y “Control”, se comprobd que las muestras son muy
similares en cuanto a su expresion proteica, a pesar de tratarse a priori de tejidos potencialmente
diferentes. Esto se ilustra en las figuras 28 y 29, en las que se puede observar los ratios de expresion
diferenciada de cada proteina entre ambas muestras. La dispersion de estos sigue una distribucion
normal muy agrupada en torno al 0, con escasas proteinas en los extremos. De hecho, so6lo se
identificaron 23 proteinas sobre-expresadas en el tejido “NT” frente al tejido “Control”, y 10 infra-
expresadas en “NT” frente a “Control”.
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Las proteinas sobre-expresadas en “NT” son por tanto proteinas que se encuentran en mayor
concentracion en tejido renal de un rifién con tumor que en el tejido renal en ausencia de tumor. Son
escasas, pero podrian dar informacion acerca de lo que se ha llamado ambiente tumoral'2,

Al analizar las rutas canonicas y metabdlicas a las que estas proteinas sobre-expresadas estaban
vinculadas, se comprob6 un importante aumento de la actividad inflamatoria y de reaccion de fase aguda.

Las diferencias en la actividad inflamatoria entre los tejidos “NT” y “Control” podrian explicarse a través de
dos hipétesis. La primera es que el tejido “NT” verdaderamente tenga mas actividad inflamatoria que el
tejido “Control”. La segunda es que el tejido “Control” tenga menos inflamacién que un tejido
verdaderamente sano, debido a las diferencias en el tipo de isquemia y la utilizacién de soluciones de
preservacion. A nuestro juicio, los cambios desencadenados por la muerte encefélica hacen poco
probable que la respuesta sea la segunda opcion, y por tanto cabe suponer que el tejido “NT” tiene
realmente mas actividad inflamatoria que “Control”.

Estos resultados pueden hacer pensar en un ambiente inflamatorio en el tejido sano de un 6rgano con
tumor, lo cual es muy relevante y concuerda con lo que esta publicado. La relacidn entre inflamacién y
cancer ya fue teorizada por Virchow en 18633, y poco después Westphal y Ehrlich describieron la
infiltracién por mastocitos de los limites entre tejido tumoral y tejido sano'?. Desde entonces, el
conocimiento de la inflamacion en el lugar de origen del tumor ha constatado que en el tejido sano
peritumoral se acumulan células inflamatorias de todo tipo: macréfagos, eosinéfilos, mastocitos, células
dendriticas y linfocitos T'3, que colaboran en el aumento de precursores endoteliales necesarios en la
angiogénesis.

Es por tanto congruente que el tejido sano de un érgano con tumor presente un aumento claro de la
actividad inflamatoria. Y en lo que respecta a su utilizacion como referencia en la busqueda de
marcadores, se deben tener en cuenta estas modificaciones, que pueden enmascarar algunos resultados.
Es decir, si se comparan muestras de CCR frente a muestras “NT”, pueden no apreciarse las alteraciones
de las vias inflamatorias que tenga el tejido tumoral, ya que al compararlas con un tejido que también
tiene enriquecidas esas rutas, pueden pasar desapercibidas.

El andlisis de la expresion de haptoglobina ilustra perfectamente lo anteriormente expuesto. La
haptoglobina es una proteina del espacio extracelular'3 que forma parte de la reaccién de fase aguda y
de las rutas de inflamacion, y parece tener un papel en la liberacién de hierro para el tumor en
crecimiento’®, De hecho, se ha vinculado a varios tipos de tumores, fundamentalmente el de ovario'®.
Estd también relacionada con inmunosupresion de pacientes con cancer, asi como con la
angiogénesis'®, El mecanismo a través del cual la haptoglobina puede inhibir el sistema inmune no esta
claro, pero la teoria mas aceptada es que es clave la divisién de esta proteina en sus dos subunidades:
haptoglobina a y haptoglobina 8. La subunidad a parece interferir con el sistema inmune por su parecido
estructural y funcional con las inmunoglobulinas. Se establecié por primera vez esta relacién al estudiar la
inmunosupresion producida en la carcinomatosis peritoneal de pacientes con cancer de ovario,
detectando un factor inmunosupresor de la respuesta inmune celular potente, que fue identificado como
haptoglobina a'¥7 138, Ademas, la haptoglobina se ha encontrado elevada en pacientes con CCRcc, tanto
en sangre''* como en orina'"’; es decir, que se ha propuesto como posible marcador tumoral del CCR.

En el presente estudio, la haptoglobina estaba elevada en el tejido tumoral, con un ratio de sobre-
expresion de 4.5 veces, en la comparacion CCRcc frente a “Control”; es decir, la haptoglobina era cuatro
veces mas abundante en CCRcc que en el tejido “Control”. Sin embargo, en la comparacién CCRcc frente
a “NT” no alcanzo la significacién estadistica, con una ratio de 1.4. Es decir: si se hubiera utilizado el
tejido “NT” como unico tejido de comparacion, el resultado de haptoglobina no hubiera sido significativo y
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se hubiera pasado por alto que se encuentra muy sobre-expresada en el tejido CCRcc, al estar también
sobre-expresada en el tejido “NT”.

La sobre-expresién de haptoglobina en tejido CCR es muy relevante: por un lado, el aumento de
haptoglobina en “NT” es congruente con los cambios que se han descrito previamente en el ambiente
tumoral, en los que los mecanismos de inflamacién se han encontrado enriquecidos; y por otro, puede
tener un potencial valor como marcador de CCR.

De forma analoga a lo ilustrado por haptoglobina, el utilizar tejido “NT” habria hecho obviar el resultado de
sobre-expresion de las apolipoproteinas A-1 y A2 en el tejido de CCRcc. Ambas son proteinas del
espacio extracelular relacionadas con el metabolismo lipidico, en concreto con el transporte del colesterol,
que participan en la respuesta inflamatoria aguda'3.

Las dos apolipoproteinas tuvieron resultados significativos en las comparaciones CCRcc frente a
“Control” y “NT” frente a “Control”, pero en cambio no result6 significativa la comparacion CCRcc frente a
“NT”, al estar sobre-expresadas también en este tejido.

La elevacién de las apolipoproteinas A-1 y A2 en tejido CCRcc y en “NT” puede deberse a la actividad
inflamatoria aumentada en estos tejidos. Pero también se podria explicar por su relacién con el CCR,
dado que hay trabajos que describen la elevacion de estas proteinas en CCR'4. Su aumento en “NT”
frente a “Control” podria por tanto deberse a su papel inflamatorio 0 a su elevacién en contexto de CCR, y
que el tejido sano en ese ambiente tumoral ya presente un cambio “pre-tumoral” en esa direccidn.

El resto de proteinas sobre-expresadas en “NT” frente a “Control” también tienen una relacién directa con
la actividad inflamatoria y la respuesta inmune: el inhibidor de la cadena pesada de inter-alfa tripsina
(ITIH4), la alfa-1-acida glicoproteina 2 (ORM2) y factor B del complemento (CFB) tienen una gran
importancia en estas vias.

En el caso de las 10 proteinas infra-expresadas en el tejido “NT” frente al grupo “Control” y que se
describen en la Tabla 35, llama la atencién que 6 son cadenas del colageno. No se puede establecer una
hipétesis a este respecto, que ademas no se ha estudiado en otros trabajos previos.

La segunda parte de esta discusion se centra en la comparacion entre el tejido de CCRcc frente a los
dos de referencia, “NT” y “Control”.

Este analisis mostr6 que CCRcc es sustancialmente distinto a los dos tejidos de referencia en su
actividad metabdlica y proteica. Ademas, se comprobd que las diferencias entre este tejido frente a “NT”
son muy similares a las diferencias frente a “Control”, como expresion de que los tejidos “sanos” son muy
parecidos entre si, si se deja a un lado la actividad infamatoria. La similitud entre ambas comparaciones
se ilustra en la figura 36 de resultados.

Como expresion de lo diferente que es CCRcc de los otros dos tejidos, el numero de proteinas sobre-
expresadas e infra-expresadas fue elevado: 232 y 333 respectivamente. Y debido a la similitud entre los
dos tejidos de referencia, la mayoria de proteinas elevadas en la comparacién CCRcc frente a “NT”
también lo estaban frente a “Control”, ocurriendo lo mismo con las disminuidas. De hecho, no hubo
ninguna proteina del estudio que estuviera elevada en CCRcc frente a uno de los grupos “sanos’, y
disminuida con respecto al otro.
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Al analizar las rutas metabdlicas alteradas en el tejido CCRcc, mediante el programa IPA, se aprecié que
existian diferencias sustanciales entre este tejido y los de referencia. Y como expresion de que “NT” y
“Control” son similares, las diferencias fueron las mismas frente a estos dos tejidos, si se exceptua la
actividad inflamatoria.

Las rutas metabdlicas mas enriquecidas fueron las de movimiento y comunicacion celular, asi como las
de la glicolisis. Por el contrario, las rutas metabolicas mas suprimidas fueron las relacionadas con el
metabolismo lipidico y de aminoacidos, y muy especialmente las rutas del metabolismo mitocondrial y de
la respiracion celular. De hecho, la practica totalidad de las proteinas de esta ruta se hallaron
disminuidas.

En este apartado de la discusion, se van a comentar las diferencias mas marcadas en el metabolismo y
en las proteinas implicadas entre CCRcc y los tejidos de referencia. En primer lugar se hablara de las
modificaciones debidas a la hipoxia, mediadas por HIF1-a, que se centran en la glicdlisis y el ciclo de
Krebs. A continuacién, y en relacién también con la actividad del factor inducible de hipoxia (HIF-1a)
estimulando VEGF, los cambios en la matriz_extracelular en el CCRcc, dentro del proceso llamado
transicion epitelio-mesenquimal (ETM en sus siglas en inglés). En tercer lugar, las modificaciones en el
metabolismo lipidico. Y por Ultimo se comentaran ofras proteinas que, sin formar parte de estos
metabolismos alterados, tienen diferencias marcadas entre ellas.

La primera modificacion metabélica que va a discutirse es la relacionada con la hipoxia y la activacion
HIF-1a, cuyo papel en la patogénesis del CCR ha sido bien establecida en la literatura?3,

En condiciones normales de aporte de oxigeno las células producen energia a través de los ciclos de
respiracion celular, que se desarrollan en la mitocondria. En cambio, en condiciones de hipoxia la
produccion de energia se lleva a cabo a través de la via de la glicdlisis anaerdbica, con la formacion final
de piruvato.

En la patogénesis del CCRcec, pese a la ausencia de hipoxia, se ha identificado un enriquecimiento de la
via de la glicélisis, asi como la supresion de los ciclos de respiracion celular. Esta circunstancia se conoce
como “efecto Warburg” o de la glicélisis aerdbica (al desencadenarse la ruta de la glicdlisis en un
ambiente que no esta sometido a condiciones de hipoxia)'®°.

Este ambiente de pseudo-hipoxia es responsable asi mismo de la neoangiogénesis caracteristica del
CCRcc, sobre la cual se han desarrollado dianas terapéuticas*46. Esta suficientemente comprobado que
la expresion de HIF-1a se acompafia de un aumento de VEGF, el cual estimula a su vez la
neoangiogénesis.

Nuestros resultados contribuyen a confirmar, en cierto modo, este conocimiento: el andlisis proteémico
puso de manifiesto la disminucién del metabolismo mitocondrial y un aumento simultaneo de la via de la
glicolisis como expresion de un ambiente “pseudohipdxico” en condiciones de oxigenacion normal.

El andlisis metabdlico de nuestro estudio demostrd que 17 de las 26 proteinas de la via de la glicélisis
estaban sobre-expresadas en CCRcc frente a los tejidos de referencia. Y de forma paralela, 19 de las 24
proteinas de la via de la respiracidén celular se hallaron infra-expresadas. Estos resultados son
concordantes con lo que previamente se ha publicado al respecto en el CCRcc™0.141,

Fijando la atencién en la glicélisis, las diferencias entre CCRcc y los tejidos de referencia mostraron tres
perfiles distintos. Por un lado, aumento con ratio mayor de 2 de enolasa 2, fosfofructokinasa 6, aldolasa y
piruvatokinasa. Por ofro, elevacién con ratios entre 1,5 y 2 de triosefosfato isomerasa,
fosfogliceratokinasa y fosfoglucomutasa. Y en tercer lugar, proteinas con ratios menores a 1,5 entre
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CCRcc y los oftros tejidos: hexokinasa, glucosa 6 fosfato isomerasa y gliceraldehil 3 fosfato
dehidrogenasa (GAPDH).

Sanders'® realizé un mapa genético del CCRcc, sobre todo centrado en la via de la glicolisis aerébica, de
la respiracion celular y la gluconeogenesis. El andlisis de la via de la glicélisis ofrecio resultados
totalmente superponibles a los nuestros: elevacion significativa de fosfofructokinasa 6, aldolasa, enolasa y
piruvatokinasa, pero no significativa de triosefosfato isomerasa, fosfogliceratokinasa y fosfoglucomutasa.

Rengui'? analizé una base de datos genética de 100 pacientes con CCRcc, estudiando en concreto de
enolasa 2 y glicin-deshidrogenasa (GLDC), una proteina mitocondrial ligada a la respiracion celular
aerdbica. Al igual que en nuestro estudio, los autores comprobaron que mientras enolasa 2 aparecia
especialmente elevada en CCRcc, GLDC se encontré suprimida de forma significativa, asociando esta
disminucién a un peor prondstico de la enfermedad.

Por otro lado, Kaneko'® estudié la enolasa 2 en plasma periférico de pacientes con CCR mediante
técnicas de protedmica. Comprob6 que enolasa 2 estaba elevada en plasma en los pacientes con
CCRcc, y que disminuia significativamente tras la cirugia, defendiendo su valor en el seguimiento del
CCR ya tratado.

Asi mismo, se analiz6 el papel de galectina 1 y galectina 3, unas proteinas vinculadas a la apoptosis y la
proliferacion y diferenciacion celular'3® que han sido vinculadas en mudiltiples trabajos al CCR!108.110,
Ambas se encontraron significativamente elevadas en plasma periférico de pacientes con CCR.
Completaron su estudio analizando el potencial valor diagnostico de su combinacién, que ofrecié una
sensibilidad del 47% con una especificidad del 98%, proponiendo su utilizacion como marcador
diagnéstico de CCR.

La elevacion de galectina 1 en CCR se apoya en otros trabajos'® 1% mientras que el papel de galectina 3
no esta claramente establecido’®.

En nuestro estudio, enolasa 2 se encontré sobre-expresada con ratio de 5,7 en las dos comparaciones
(CCRcc frente a “Control” y frente a “NT”). También galectina 1 estaba muy sobre-expresada, con ratios
de 3.7 y 3.2 respectivamente. En cambio, galectina 3 no alcanzé diferencias significativas (ratio de 1,4).

Por tanto, cabria plantear que enolasa 2 y galectina 1 podrian ser marcadores potenciales en el
diagnéstico de CCRcc, mientras que el papel de galectina 3 es mas controvertido.

De forma paralela al aumento de la glicdlisis se produce, en el llamado efecto Warburg, una inhibicién del
metabolismo oxidativo mitocondrial. La disminucidén generalizada de este metabolismo se ilustra en la
infra-expresion de D-amino-oxidasa y de 4-hidroxi-2-oxoglutarato aldolasa mitocondrial (HOGA1), que se
encontraron especialmente infra-expresadas.

En el caso de D-amino-oxidasa, ademas de su relacién con la funcién oxidativa, cabe destacar que se ha
estudiado como gen supresor tumoral'3. Ambos elementos (el metabolismo oxidativo y su papel supresor
tumoral) podria explicar nuestros resultados: sobre-expresién en CCRcc frente a “Control” y “NT” con
ratios de 5.26 y 6.25 respectivamente.

La sequnda modificacion metabolica que se va a analizar es la alteracion en las rutas de movimiento,
comunicacion y adhesion celular, en el contexto de la remodelacion de la matriz extracelular. Esto podria
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responder a que el desarrollo tumoral obliga a una reestructuracion tisular completa: es preciso la
destruccion de la matriz extracelular para la formacion de una nueva, asi como la lesién de la membrana
basal en el camino de diseminacion tumoral', El proceso de remodelado tisular y reestructuracién se
traduce en un aumento de las proteinas relacionadas con estos procesos ya descrita en la literatura13.144,
que coincide con nuestros resultados. Estas vias metabdlicas estan intimamente ligadas al desarrollo de
neoangiogénesis?135,

La reestructuracion del tejido tumoral desencadena el proceso conocido como EMT', mediante el que
las células epiteliales pierden su polaridad y desarrollan caracteristicas mesenquimales, entre las que se
incluye la motilidad. Como consecuencia de esta modificacién celular, se pierde la impermeabilidad
epitelial favoreciendo la migracion celular. La EMT es un proceso fundamental en el desarrollo tumoral y
la capacidad metastasica de un tumor.

Las proteinas que participan en estos procesos se encontraron en nuestro trabajo especialmente
elevadas, destacando periostina, metaloproteasa 9, fibronectina, proteina 4 asociada a microfibrillas
(MFAP4) y fibulina 5.

Inicialmente tiene lugar la destruccidn del tejido intersticial llevada a cabo por las metaloproteasas, de
entre las que destaca la metaloproteasa 9, y que se han vinculado a muchos tipos de tumor4.146, En
concreto, con respecto a CCRcc, el aumento de metaloproteasa 9 se ha relacionado con peor
pronostico™7. En nuestro trabajo, metaloproteasa 9 se encontré elevada en tejido CCRcc con respecto a
los tejidos “NT” y “Control” con ratios de 2,7 y 3,5 respectivamente.

La actividad de metaloproteasa 9 se estimula a través de periostina'*, también relacionada con CCR
previamente.113.144148 - Castronovo®, mediante técnicas de protedmica cuantitativa, encontré muy
elevadas las proteinas de produccion de matriz extracelular de forma analoga a nuestro trabajo
(periostina, fibronectina, trombospondinas 1y 2 y versican). La mas sobre-expresada en sus resultados
fue periostina.

Bakhtyar'® analizd la expresion de periostina en muestras de tejido procedente de CCR local y
metastasico, comprobando que en ambos casos estaba muy elevada. Utilizando técnicas de IHQ,
concluyeron que el papel de periostina es clave en la adhesién y migracion celular del CCRcc.

En nuestro estudio, periostina se encontro elevada con ratios de 5,1 y 6 frente a “Control” y “NT”
respectivamente, en concordancia con los datos de la literatura referidos. Por tanto, el papel de periostina
esta claramente definido en los procesos asociados al CCRcc.

Otras proteinas relevantes en la produccién de matriz extracelular son fibronectina, fibulina 5, MFAP4 y
versican.

Existen estudios previos que analizan el papel de fibronectina en CCRcc%'2, Cabe destacar la
publicacion de Waalkes'?2, que analizd muestras tisulares de diferentes subtipos de CCR mediante
ARNm, comparadas con “NT". En sus resultados, fibronectina estuvo elevada en todos los subtipos de
CCR, salvo el CCRp. En este subtipo en concreto sélo se elevaba en fases avanzadas. En este sentido,
su hipétesis es que fibronectina es un marcador de mal prondstico, al estar vinculada a mayor capacidad
de invasion local y metastasis. Es decir, que la remodelacidn del espacio extra-celular se produce con
mas intensidad en los tumores de peor pronostico.

Es resefiable que en nuestro trabajo la fibronectina se hallé elevada no sélo en CCRcc con respecto a
“NT”y “Control”, como reflejo de su papel oncoldgico, sino también significativamente en la comparacion
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CCRcc con respecto a CCRcr, en posible relacién con el papel pronéstico que podria tener la
desestructuracion de la matriz extracelular.

El papel de fibulina-5 en cuanto al cancer es controvertido, y parece que su funcion difiere de un tipo de
tumor a otro, pudiendo comportarse como inductor o supresor del mismo'150, En concreto, algunos
trabajos han estudiado el papel de fibulina-5 como inhibidor de VEGF y de la angiogénesis'*®, aunque por
otra parte se ha descrito elevado en fases avanzadas de CCRcc'®0. En nuestro estudio, fibulina 5 estuvo
sobre-expresada con ratios de 5y 6.7 con respecto a “Control” y “NT”, lo que sugiere que fibulina 5 esta
sobre-expresada en CCRcc, o que podria estarlo en los subtipos mas agresivos de CCR.

Algo similar sucede con las trombospondinas 1y 2. Ambas proteinas estan relacionadas con la migracion
endotelial y la angiogénesis'®. Pero su relacion con la angiogénesis es controvertido: se postula que el
papel de trombospondina es pleiotrépico, con funciones diferentes e incluso opuestas en segin qué
células, qué tejidos y en qué circunstancia, pudiendo promover o inhibir la angiogénesis's! 52, En cuanto
a su presencia en tejido de CCR, cabe citar el estudio de Teng™' en fluido intesticial de CCR: encontrd
elevadas trombospondina 1, ademés de NNMT, galectina y enolasa 2. Ademas, comprobd que
trombospodina 1 también estaba elevada en el plasma de pacientes con CCR.

En nuestro estudio, tanto trombospondina 1 como trombospondina 2 se encontraron elevadas en CCRcc.
Trombospondina 1 con ratios de 4.1 y 4 con respecto a “Control” y “NT”, y trombospondina 2 con ratios de
3.8 y 4.1 en las mismas comparaciones.

Se puede suponer que, pese a cierta controversia en relacion con su papel en la angiogénesis,
trombospondina 1 estd elevada en CCRcc y podria llegar a formar parte de un posible panel de
biomarcadores.

En cuanto a MFAP4, tiene una intima relacidn con las proteinas recientemente comentadas'®, y aunque
no ha sido estudiada previamente en el contexto del CCR, nuestros resultados son muy llamativos:
presentaba una sobre-expresion en CCR frente a los tejidos de referencia de 5.62 y 6.49 (“Control” y
‘NT’).

Finalmente, en relacién con la matriz extracelular, se destacan dos proteinas: transgelina 1 y transgelina
2. Son proteinas del espacio extracelular, con una funcién no claramente conocida’®, pero fundamentales
en la accion de los fibroblastos. La escasa informacion respecto a estas proteinas y el CCR se extrae de
un estudio de la relacion de transgelina 2 y de los miRNA miR1 y miR-133a con el CCR"'. En este
trabajo comprobaron que en los pacientes con CCR, transgelina 2 se elevaba mientras descendian esos
miRNA.

En nuestro trabajo, trangelina 2 estaba sobre-expresada en CCRcc con respecto a los tejidos de
referencia (ratios de 2,2 y 2,3 frente a “Control” y “NT” respectivamente), pero menos que transgelina-1
(ratios de 5y 4,94 respectivamente).

La tercera modificacion metabdlica que va a analizarse es la alteracidn del metabolismo lipidico. A la luz
de los datos de la literatura, el proceso de carcinogénesis produce un aumento del consumo energético,
que suele condicionar cambios en el metabolismo lipidico'™*. En este sentido, las células tumorales

124

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES MEDIANTE TECNICAS DE PROTEOMICA CUANTITATIVA



DISCUSION

modifican su funcionamiento de acuerdo con una mayor necesidad energética, estando descrito un
incremento del aporte lipidico exégeno, asi como una disminucidn de la produccién endégena de acidos
grasos'%, En concordancia con este Ultimo aspecto, los resultados de nuestro estudio muestran que la
actividad metabdlica lipidica esta disminuida, especialmente la referida a los acidos grasos.

Zheng's, tras analizar mediante ITRAQ e IHQ 112 pacientes con CCRcc y comparando con “NT” como
tejido de referencia, pusieron de manifiesto una franca disminucién del metabolismo lipidico. Destacaron
dos proteinas especialmente: proteina plegadora de acidos grasos 1 (FABP1) y el cofactor NHE-RF-
regulador del intercambio de sodio (PDZK1). Analizaron la capacidad de diferenciar tejido con CCR de
tejido no tumoral en funcién de la infra-expresién de estas proteinas: sus resultados muestran un area
bajo la curva de 0,82 para FABP1 y de 0,94 para PDZK1. Ademas, vincularon la infra-expresion de
PDZK1 como un factor pronéstico independiente. En nuestro estudio, ambas proteinas se encontraron
infra-expresadas en comparacion con los tejidos de referencia “Control” y “NT”, en concordancia con el
trabajo citado. En el caso de FABP1, con ratios de 5,26 y 6,25. En el caso de PDZK1, con ratios de 3 y
3,44.

En este mismo sentido, Pandey' analiz6 la base de datos Genomic Data Commons, que recoge
informacién genética de diferentes tumores. Estudiaron especificamente el CCR comparandolo con “NT”.
Encontraron disminuido el metabolismo lipidico, incluyendo la degradacion de é&cidos grasos, las
hormonas esteroideas y el transporte lipidico. La sintesis de acidos grasos solo estaba elevada en CCRp
y CCRecr, pero no en CCRcc.

Pese a la disminucion generalizada del metabolismo lipidico en el CCR que parece deprenderse de los
datos publicados, hay ciertas proteinas que, pese a pertenecer a estas vias metabdlicas, parecen sobre-
expresadas: proteina plegadora de acidos grasos 7 (FABP7) y perilipina 2. Van der Mijn'7 desarroll6 un
modelo murino de CCR para estudiar el efecto Warburg. Segun sus resultados, el efecto Warburg esta
relacionado con la disminucién del metabolismo lipidico. Los autores sugieren que, en esta modificacion
del metabolismo celular y pese a incrementarse el almacenamiento lipidico, se inhibe la degradacién de
lipidos y también su biosintesis. Sefialan no obstante que, mediado por HIF-1a, se incrementan dos
proteinas: FABP7 (relacionada con el transporte lipidico) y perilipina 2 (vinculada al almacenamiento
lipidico).

La relacién del CCR con FAPB7 se ha confirmado en otros estudios, y ademas se ha relacionado con un
peor prondstico de la enfermedad107.155.1%8, Zhou'%8 estudio la base de datos genética de 60 pacientes con
CCRcc, comparando con “NT”, y comprobd que el gen mas alterado en esos pacientes fue FAPBY.
Confirm6 este hallazgo mediante IHQ, y lo asocié también a peor prondstico. Sugiere que, ademas de su
funcién de transporte lipidico, FABP7 podria promover el crecimiento celular mediante la activacion de
ERK (extracellular signal-requlated kinase) y STAT3 (selective signal transducer and activator of
transcription).

En cuanto a perilipina 2, su vinculaciéon con CCR también se apoya en mdiltiples estudios!%159.160, Hy15
detectd una elevacién de perilipina 2 en orina en pacientes con CCRcc, con una concentracion
proporcional al tamafio de la lesion. En ese mismo sentido, Song.''¢ relaciond los niveles de aquaporina 1
y perilipina 2 en orina de pacientes con CCR con los resultados anatomopatoldgicos de la biopsia. Con la
combinacién de ambas proteinas, consiguieron identificar como malignas todas las lesiones CCRcc y
CCRp. En cambio, 2 pacientes con CCRcr fueron clasificados como no tumorales.

En nuestro estudio, FAPB7 se encontrd sobre-expresado en CCRcc con respecto a “Control” y “NT” con
ratios de 9 y 7,6 respectivamente. Perilipina 2, con ratios de 4.89 y 4,41, y cabe destacar que no estaba
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sobre-elevada en CCRcr frente a los tejidos de referencia (lo que apoya los resultados de Song''6). No se
consiguié detectar aquaporina 1.

A la vista de lo anteriormente expuesto, se podria concluir que el metabolismo lipidico esta disminuido de
forma global en CCR, si bien destaca la sobre-expresion de dos proteinas: FAPB7 y perilipina 2. En
cuanto a la identificacién de potenciales marcadores de CCR, la sobre-expresién de FABP7 y perilipina 2,
y la infra-expresion de FAPB1 y PDZK1, parecerian elementos prometedores.

La cuarta parte del andlisis de la comparacion entre CCRcc y los tejidos de referencia se centra en
proteinas resefiables independientemente de su ciclo metabdlico, debido a su resultado cuantitativamente
llamativo en nuestro estudio, asi como a su asociacion previamente publicada con CCR: NNMT,
tropomiosina 1y 2 y calponina.

En lo que respecta a NNMT, se trata de una proteina citoplasmatica implicada en la biotransformacion y
detoxificacién de los compuestos xenobiéticos. En concreto, es la proteina que regula los niveles de
nicotinamida o vitamina B3 en el interior de la célula, la cual participa en multiples procesos biolégicos,
tales como el aporte energético, la resistencia celular al estrés y la longevidad. NNMT se ha asociado a
otros tumores sélidos, pero esta especialmente vinculada al CCR118.159.161-163,

Cabe destacar que Kim estudi6 NNMT, conjuntamente con plastina 2 y la proteina 1 de células no
metastasicas (NM23A), en plasma de pacientes con CCR. Las tres proteinas estuvieron elevadas en el
plasma de estos pacientes. Analizo la capacidad diagnéstica de NNMT por separado, frente a la
combinacién de las tres proteinas. Segun sus resultados, el ABC de NNMT fue de 0.91, y de la
combinacién de las tres, de 0.93 (con VPP de 87.2% y VPN de 97%. A pesar de tan prometedores
resultados, éstos no han sido validados posteriormente.

En nuestro estudio, NNMT se encontré sobre-expresada en CCRcc frente a “Control” y “NT” con ratios de
3.49 y 4.59 respectivamente. Plastina 2 con ratios de 2.92 y 3.95. No se consigui¢ identificar NM23A.

Por tanto, NNMT podria formar parte de un eventual panel de marcadores diagnosticos de CCRcc.

Las tropomiosinas son proteinas citoplasmaticas que participan en la formacién de citoesqueleto™. La
tropomiosina tiene multiples isoformas derivadas de la maduracion de 4 genes'®. Se ha descrito la infra-
expresion de estas proteinas en los tumores tumores sélidos'®, con excepciones como el cancer de
ovario'®, La informacion de la relacion de tropomiosina con el CCR es escasa, a través de un analisis de
muestras de tejido con CCRcc comparandolas con “NT"15, En los resultados de este trabajo se comprobd
que tropomiosina 1 estaba especialmente suprimida en tejido CCRcc, y que tenia una relacion
proporcional al tamafio tumoral y al grado de Flihrman. En cambio, no encontraron alteraciones del resto
de tropomiosinas.

Nuestros resultados son contrapuestos a lo publicado en ese estudio’?, ya que se comprobd que
tropomiosina 1y 2 estaban elevadas en CCRcc frente a los tejidos de referencia, sin alteraciones en el
resto de isoformas. Es decir, que nuestro estudio mantiene la controversia sobre la utilidad de las
tropomiosinas como potenciales marcadores del CCR.

En cuanto a calponina 1, se trata de una proteina citoplasmética del citoesqueleto, al igual que las
tropomiosinas’3. Ademas de su funcién principal, se ha propuesto que tiene un papel como moduladora
de la angiogénesis'68.167, de forma que se ha encontrado disminuida en los casos de formacion de vasos
aberrantes e inmaduros. No se ha estudiado su presencia en tejido de CCR con anterioridad. No
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obstante, cabria suponer que, dada su relacién inversa con la neonagiogénesis, estaria disminuida en
CCRcc. Por el contrario, en nuestros resultados calponina-1 se encontrd sobre-expresada de forma
significativa en CCRcc, con ratios de 4,75 y 5,37 respecto a los tejidos “Control” y “NT”.

El Ultimo comentario al respecto de las proteinas analizadas se centrara en la familia de las proteinas
transportadoras de solutos (SLC). Se trata de un grupo de méas de 400 proteinas de membrana, incluida
la mitocondrial'®. Hasta la fecha, sélo existe un trabajo que haya estudiado esta familia en relacién con el
CCRcc'®, en 509 pacientes con ese diagndstico, y con tejido “NT” como referencia. Encontraron 26
genes de esta familia infra-expresados y 23 sobre-expresados. En nuestro trabajo se identificaron 39
proteinas de este grupo, 23 de las cuales estaban infra-expresadas. De ellas, destacaron
cuantitativamente SLC13A3, SLC5A12, SLC5A10 y SLC5A2. Sélo 1 proteina de este grupo se encontrd
sobre-expresada en CCRcc frente a “Control” y “NT”. El papel diagnéstico de la infra-expresion de estas
proteinas es todavia incierto.

La tercera parte de la discusion se centra en analizar las diferencias entre CCRcc y CCRcr.

La identificacion de un panel de biomarcadores que permita diferenciar CCRcc de CCRcr tendria interés
en el sentido de ayudar a orientar la decisién terapéutica, atendiendo a la diferente agresividad que
presentan estos tumores. No existe ninguno validado hasta la fecha con esta utilidad. Wang'® estudié las
diferencias de la variante granular de CCRcc en muestras de parafina mediante técnicas de IHQ,
destacando dos proteinas utiles para su diferenciacion: tirosin-protein kinasa (KIT) y el regulador de la
condensacién cromosomal (RCC). Lamentablemente, en nuestro estudio no se detectd KIT, y RCC no
mostré diferencias significativas entre ambos tumores. Pandey™ estudio las diferencias metabdlicas
entre ambos tumores, mostrando diferencias en la glicdlisis, la respiracion celular y la actividad
inflamatoria.

Nuestros resultados marcan diferencias importantes entre ambos tipos de tumores, encontrando 238
proteinas sobre-expresadas en CCRcc frente a CCRcr y 358 infra-expresadas. En cuanto a las vias
metabdlicas, las diferencias fueron marcadas. En relacion a la produccion de energia celular, el efecto
Warburg se encontré mucho menos presente en el CCRer. Esto es, la glicélisis no estaba tan elevada ni
la respiracién celular tan disminuida en CCRcr como en CCRcc. De hecho, 19 de las 24 proteinas del
ciclo de Krebs se encontraron infra-expresadas en CCRcc frente a CCRcr.

El metabolismo de remodelado y produccién de matriz_extracelular también mostr diferencias
significativas: el enriquecimiento del mismo fue mucho menor en CCRer que en CCRcc.

Por otro lado, se pudo comprobar que la actividad inflamatoria fue mas marcada en el CCRcc.

Centrando la atencion en las proteinas elevadas en CCRcc frente a CCRer, se pudo comprobar que la
mayoria de las mismas también lo estaban en CCRcc frente a los tejidos sanos: enolasa 2, tropomiosina
2, periostina, haptoglobina, FAPB7 y NNMT, como expresion de las diferencias metabdlicas entre ambos
tumores.

Es interesante destacar que algunas de las proteinas que se han propuesto como marcadores de mal
pronéstico del CCR en publicaciones previas, como fibronectina, NNMT, FABP7 y fibulina 5'19.122.151.161 se
han encontrado en nuestro trabajo infra-expresadas en CCRer con respecto a CCRcc. Este hecho podria
explicarse a través de dos hipétesis: podrian ser realmente marcadores de mal pronéstico, por lo que
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estarian disminuidas en los tumores con mejor comportamiento (como el CCRcr). Pero también podrian
haber sido erroneamente identificadas como marcadores de mal pronostico precisamente por estar infra-
expresadas en un tumor con comportamiento mas favorable.

A la hora de identificar posibles marcadores que diferenciaran CCRcc de CCRer, se identificaron en
nuestro trabajo dos proteinas prometedoras: NNMT y el transportador de piruvato mitocondrial (BRP44L o
MPC1).

BRP44L esta vinculada el ciclo aerdbico’™®, aunque también se ha postulado que tenga una funcién
relacionada con las metaloproteasas 7 y 9'!, ademés de propuesto como marcador de buen prondstico
en CCR'1,

NNMT se encontro especialmente elevada en CCRcc (frente a los tejidos de referencia “Control” y “NT”,
asi como frente a CCRer), y especialmente disminuida en CCRer (frente a los tejidos “sanos”).

BRP44L, por el contrario, mostré estar especialmente elevada en CCRer (frente a CCRcec y frente a los
tejidos de referencia), y especialmente disminuida en CCRcc (frente a los tejidos “sanos).

Por tanto, a la luz de nuestros resultados, las proteinas mas prometedoras como marcadores
diferenciales de CCRcc frente a CCRer serian NNMT y BRP44L

La ultima parte de la discusion se centrara en las fortalezas y debilidades de nuestro trabajo, asi como
en los resultados mas relevantes.

En relacion con las limitaciones del estudio, se deben hacer varias consideraciones. En primer lugar, el
estudio no esta disefiado para detectar marcadores pronosticos ni de respuesta a tratamiento, y sélo
puede aportar informacion sobre marcadores diagndsticos en tejido, al no haber estudiado muestras
plasmaticas o de orina.

Ademas, el tipo de isquemia fue diferente entre las muestras obtenidas durante cirugia de tumores
renales (tejidos “NT”, CCRcc y CCRer) y las extraidas para el tejido “Control”. Estas tltimas se obtuvieron
en contexto de isquemia fria, con utilizacién de soluciones de preservacion. Por otro lado, los cambios
producidos durante la muerte encefalica desencadenan un aumento de la actividad inflamatoria, que
estarian presentes en el tejido “Control”. Pero en nuestros resultados se encontré como hallazgo mas
relevante en la comparacion entre “NT” y “Control” una activacién de las rutas de inflamacién en “NT”. A
nuestro juicio, el resultado es concluyente, pues seria de esperar que el tejido “Control” tuviera mas
actividad inflamatoria que un tejido verdaderamente sano.

Otra limitacidn de nuestro estudio es que no se ha realizado una validacién de los resultados en muestras
de parafina de una coleccion de pacientes con CCRcc.

En cuanto a las fortalezas de este trabajo cabe destacar que se trata del estudio que ha identificado un
mayor nimero de proteinas en tejido de CCRcc. Este hecho es expresion de que las muestras fueron
conservadas de forma adecuada, y de que el analisis experimental fue correcto. Esto permitio establecer
un punto de corte mas selectivo que el habitual, seleccionando proteinas que estuvieran sobre-
expresadas al menos con un ratio de 2 entre los tejidos comparados.

Por otra parte, es el primer estudio que ha analizado la validez de las muestras “NT” como tejido de
referencia en los estudios de deteccion de marcadores en CCRcc. Y esto tiene interés no solo para
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establecer si se trata de un adecuado tejido de comparacion, sino que podria ofrecer informacién sobre
los cambios producidos en el microambiente del tejido cercano a un tumor.

Por ultimo, cabe destacar que el nimero de muestras incluidas es elevado considerando el disefio del
estudio.

Los resultados mas relevantes del trabajo se centran en las modificaciones del tejido “NT”, en las
diferencias metabolicas y proteicas del tejido CCRcc frente a los tejidos de referencia y al tejido CCRcc.

El tejido “NT” presenta mayor actividad de las rutas de inflamacion y reaccién de fase aguda que el tejido
“Control”, con aumento de las proteinas de estas rutas metabolicas. Estos cambios podrian ser expresion
de modificaciones en el ambiente del tejido sano en un érgano con tumor.

En cuanto a las modificaciones del tejido CCRce, nuestros resultados muestran que presenta un cambio
significativo en la forma de produccién de energia celular, que se realiza basicamente a través de la
glicolisis aerobica, disminuyendo muy significativamente el metabolismo mitocondrial. Esta modificacién,
en cambio, es mucho menos patente en CCRcc.

Ademas, en el tejido CCRcc se evidencia una importante actividad de remodelacién de la matriz
extracelular en relacién con la transicion epitelio-mesenquimal, con aumento de proteinas como galectina,
metaloproteasa 9, periostina, fibronectina y trombospondinas 1y 2.

Por Ultimo, el tejido CCRcc presenta una disminucion marcada del metabolismo lipidico, expresada en
una menor presencia de FABP1. Pese a esto, dos proteinas de estos ciclos metabdlicos estan muy
sobre-expresadas en el tejido CCRcc: perilipina 2 y FAPB7.

Las proteinas que tendrian mas interés en el desarrollo de un panel de biomarcadores de CCR serian las
siguientes:

En relacion al aumento de glicolisis aerobica, la elevacion de enolasa-2.

En relacion al aumento de movilidad celular y produccion de matriz extracelular, dentro del proceso de
transicion epitelio-mesenquimal, la elevacion de galectina, metaloproteasa 9, periostina, fibronectina y
trombospondinas 1y 2.

En el seno del metabolismo lipidico, la elevacion de FABP7 y perilipina-2 y la disminucion de FAPB1.
Como expresion de las modificaciones metabolicas citoplasmaticas, la elevacion de NNMT.
Y por ultimo, en el de la actividad inflamatoria, |a elevacion de haptoglobina.

En consecuencia, las proteinas que podrian tener utilidad como marcadores diferenciales de CCRcc
frente a CCRer serian las proteinas NNMT (elevada en CCRcc y disminuida en CCRcr) y la BRP44L (
elevada en CCRcr y disminuida en CCRcg).

A la luz de los resultados de este trabajo, se abren futuras vias de investigacion, que permitan la
validacién de estos resultados en un amplio grupo de pacientes, asi como la deteccion de estas proteinas
en plasma u orina de pacientes sanos y pacientes con CCRcc. Esto podria permitir validar un panel de
biomarcadores diagnésticos. Por otro lado, abre la posibilidad a investigar los cambios producidos en el
contexto del dafio por isquemia-reperfusion a través de técnicas de proteémica.
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PROTEINA Metabolismo Bibliografia Modelo de estudio Resultados  Prondstico Otros datos Otras proteinas
ENOLASA 2 Glicdlisis Sanders¥® Revision bibliografica Elevada PFK, Aldolasa, PK
Rengui'42 Muestras CCR GLDC disminuida en CCR
Kaneko9 Plasma periférico CCR Elevada Disminucion tras cirugia
GALECTINA Proliferacion Von Klot!10 Muestras CCR (ARNm) Elevada No asociacion
Diferenciacién celular
Aboulhagag!%® IHQ muestras CCR Elevada
Kaneko''? Plasma periférico CCR Elevada
METALOPROTEASA 9 Matriz extracelular Mikami'47 Revision bibliografica Elevada
PERIOSTINA Matriz extracelular Castronovo® Muestras CCR Elevada
Bakhtyar!'3 Muestras CCR Elevada
Morra48 Muestras CCR + IHQ Peor pronostico
FIBRONECTINA Matriz extracelular Waalkes'2? Muestras CCR Elevada Peor pronéstico
TROMBOSPONDINA Matriz extracelular Teng'?! Muestras CCR Elevada Enolasa 2, NNMT, Galectina 1,
1Y2 Anexina A4, Ferritina, CD14
Zubac'0® Muestras CCR + IHQ Dispar Mejor prondstico
FABP7 Lipidico Nagao'07 IHQ muestras CCR Elevada Peor pronéstico
Bensaad'%® Modelo murino Disminucion con
Bevacizumab
Zhou38 Muestras CCR Elevada Peor pronostico
FABP1 Lipidico Zheng'% Muestras CCR (ITRAQ) Disminuida PDZK1
PERILIPINA 2 Lipidico Hu'1 Orina pacientes CCR Elevada Proporcional a masa renal
Song'16 Orina pacientes CCR Elevada
NNMT Proteina citoplasmatica ~ Zhang''® IHQ muestras CCR Elevada Peor pronéstico
Kim16 Plasma periférico CCR Elevada Plastina 2
Song'%® Muestras CCR Elevada Anexina A4, LDHA, perilipina 2
HAPTOGLOBINA Reaccion de fase aguda  Sandim'"? Orina pacientes CCR Elevada
Tolson*4 Plasma periférico CCR Elevada
131

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES MEDIANTE TECNICAS DE PROTEOMICA CUANTITATIVA



DISCUSION

Tabla 37. Proteinas con potencial valor de biomarcador en CCR. Resumen de los resultados destacados en nuestro grupo comparados con la bibiliografia existente. Son
proteinas sobre-expresadas en tejido CCRcc, salvo FABP-1, que esta disminuida.

FABP-T7: fatty acid binding protein 7; FABP-1: fatty acid binding protein 1; NNMT: N nicotin-metil transferasa; GLDC: glicin deshidrogenasa; PDZK1: cofactor NHE-RF- regulador del intercambio de sodio; LDHA:
lactato deshidrogenasa; PFK: fosfofructokinasa; PK: piruvatokinasa.
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7. CONCLUSIONES.

7.1. Conclusiones respecto a los objetivos primarios.

7.1.1. Describir el proteoma de los tejidos seleccionados como referencia: “NT” y “Control”, y
analizar sus diferencias metabélicas y proteicas.

Las rutas metabdlicas de actividad inflamatoria y respuesta de fase aguda estan mas activadas en el
tejido “NT” que en el “Control”. Las proteinas de estas rutas estan sobre-expresadas en “NT”, destacando
haptoglobina, las apolipoproteinas 1y 2y las proteinas del complemento.

7.1.2. Describir el proteoma del CCRcc, y analizar sus diferencias metabdlicas y proteicas con
respecto a los tejidos de referencia.

El tejido de CCRcc muestra un aumento de la actividad metabodlica de la glicdlisis aerdbica y una
disminucién de los ciclos de respiracion celular.

Asi mismo, el tejido de CCRcc presenta un aumento del movimiento y comunicacion intercelular en
relacidn con la transicion epitelio-mesenquimal y la remodelacion de la matriz extracelular.

El metabolismo lipidico esta disminuido en el tejido de CCRcc. FABP7 vy perilipina 2, pese a ser proteinas
del metabolismo lipidico, estan sobre-expresadas en CCRcc.

El aumento de glicolisis aerdbica se ilustro a través de la sobre-expresion de enolasa 2. La remodelacion
de la matriz extracelular se mostrd por la elevacién de periostina, metaloproteasa 9, fibronectina y
trombospondinas 1y 2.

La disminucion del metabolismo lipidico se expreso por una infra-expresién muy marcada de FABP1 y de
PDZK1.

7.2. Conclusiones respecto a los objetivos secundarios.

7.2.1. Describir el proteoma de CCRecr, y analizar sus diferencias metabdlicas y proteicas con
respecto a CCRcc.

El CCRcr tiene menos aumento de la glicdlisis aerdbica y menos disminucion de los ciclos de respiracion
celular que CCRcc.

NNMT esta muy elevada en CCRcc, y la proteina transportadora de piruvato mitocondrial estd muy
elevada en CCRer.

135

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES MEDIANTE TECNICAS DE PROTEOMICA CUANTITATIVA



CONCLUSIONES

7.2.2. Proponer una firma de proteinas como biomarcadores de diagnéstico y/o pronéstico en
CCR.

Las proteinas que tienen mayor potencial como posibles biomarcadores de CCR son la elevacion de
enolasa-2, galectina, metaloproteasa 9, periostina, fibronectina, trombospondina 1 y trombospondina 2,
FABP7, perilipina-2, NNMT y haptoglobina, asi como la disminucién de FABP1.
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8. ANEXOS.

8.1. Anexo 1. Consentimiento informado para la inclusion en el estudio.

Hospital Unlversitario | APELLIDOS:
ar M ey e
ol NOMBRE:
SERVICIO:
CAMA:
CONSENTIMIENTO INFORMADO | Fecha Ingreso: WHE |

OBTENCION DE MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL, SANGRE Y ORINA PARA
SU ALMACENAMIENTO EN EL BIOBANCO

SERVICIO:
MEDICO QUE INFORMA: APELLIDOS. ......ceceeeeveneeeeeeeeeamsasssesssssses MOMBRE . cmimmmee e ceeeeeeenn

Usted ha sido diagnosticado de un cancer de células renales (CCR). El nico tratamiento curativo aceptado
en & momento actual para el CCR a5 la cirugia.

El disponer de muestras de pacientes con esta patologia es imprescindible para seguir avanzando en el
conocimiento y tratamiento de esta patologia. Mecesitamos su colaboracion porgue en la actualidad, en la
imvestigacion biomedica el ciudadano libre es un agente esencial para el progreso.

Dado el caracter voluntario y libre de la cooperacion que se le solicita, su negacidn a participar no condiciona

|a calidad de la asistencia que usted precisa.

£Cual es la colaboracion que se le solicita? Autorizar la obtencion una muestra de sangre (10 ml) y orina
antes de la cirugia y una pequefia muestra, 1-2 mm?, de tejido tumoral y de tejido renal sano.

£Cudles son los riesgos? La toma de muesiras de sangre se hara coincidiendo con la extraccion de la
analitica que usted precisa para su tratamiento (precperatorio). Mo tendra mas molestias que las habituales que
acompanan & un pinchazo de la piel o la aparicion de pequenos hematomas. La toma de la muestra de orina no
confleva ningln riesgo asociado v la muestra de tejide tumoral se realizara en el momento de la cirugia y no
comprometera ef analisis y diagnostico por el Servicio de Anatomia Patologica.

Cmnp-'hendumnlBLE‘r' 14.'24]!!? de:!dEILﬁu de Im.esngamnixumedm sa e pldesunmtserﬂrmerﬂnpm

- 1 i .' = = LE) _BOK = . o
asuﬁaius e 5erutiiza|1£ mh.iamerl:e &0 Etluﬁuﬁ de i Cion fuhlmrs.

En todo momenio, se cumpliran los principios de la Ley Organica 151080, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal. Se garantiza por tanto, el mantenimiento de la confidencialidad de la
informacion obtenida. Sdlo si se obtuviera informacion gue pudiera ser importante para la salud de Ud. o la de su
familia, se activarian los mecanismos para identificare y poder informarie.

Las muestras seran almacenadas en el Biobanco del Hospital Ramdn y Cajal para su ufilizacion en futuros
proyectos de investigacion, previa aprobacion de los comités cientifico y de ética a los que esta adscrito el Biobanco.

Podra ejercer el derecho de oposicion, de rectificacion y de cancelacion de los datos, asi como, e derecho
de solicitar la refirada, destruccién o anonimizacion de la muestra y, o los datos. Para eflo puede ponerse en
contacto con nosotros en los teléfonos 813388780 (S° Urologia), 813387055 (Bicbanco), o bien en la direccion de
comeo electronico: biobanco@salud madrid.org

£Cudles son los beneficios? Usted puede no cbtener un beneficio directo de su participacion en este
estudio. S5in embargo, algunos de los cuidados y medicaciones de los que Ud. se beneficiara durante su ingreso
han sido posibles por la colaboracion previa de ofras personas. De la misma manera su colaboracién hoy, puede
ayudar a ofros pacientes en el futuro. En cualquier caso su colaboracion no tiene ninguna consecuencia negativa
para usted.

Antes de firmar este documento, si desea mas informacion o fiene cualquier duda, no temga reparc en
preguntamos. Le atenderemos con mucho gusto.

- CI-BIOB-013.0:1 | Rev-01 FECHA: 11/05/2011
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El paciente DD, oo oo e e e e e e emm e e e e e e e een D 5L FEEFESEntants legal, declara que:

« HE LEIDO Y ENTENDIDC LA HOJA DE INFORMACION GUE ME HA SIDO ENTREGADA Comprendo que
mi participacion es voluntaria y desinteresada. Renuncio a cualquier remuneracion economica por la donacion y a
cualquier derecho sobre los resultados obtenidos de la investigacion con las muestras.

* ESTOY SATISFECHO con la informacion recibida y he tenido posibilidad de aclarar todas las dudas sobre el
tema.

» CONCEDD MI CONSENTIMIENTO PARA CEDER MIS MUESTRAS y conozco mi derecho a revocar dicho
consentimiento total o para determinados fines en cualquier momenio previo a la realizacion del mismo, sin
necesidad de tener que explicar sus causas.

Fda: Fda:
EL INTERESADD O RESPOMSABLE LEGAL EL MEDICO INFORMANTE

Si en un futuro requiriéramos mas muestras de usted para continuar &l estudio,

;aceptana volver a ser contactado? 1) |:| NO D

Tebfoner. oo

i Querria usted recibir infformacion derivada de los datos del estudio que pudiera ser relevante para su
salud o la de sus familiares? s NO []

REVOCO el consentimiento previamente concedido

Madrid, ......de ._._......_....de_.. ...
Fdo: Fda:
EL PACIENTE O REPRESENTAMNTE LEGAL EL MEDICO INFORMANTE

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO PARA OBTENCION DE MUESTRAS PARA EL ESTUDIO DEL CANCER DE CELULAS RENALES

140

IDENTIFICACION DE MARCADORES DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES MEDIANTE TECNICAS DE PROTEOMICA CUANTITATIVA



ANEXOS

8.2. Anexo 2. Aprobacion del CEIC.

Hlos piti ] L adv-rsitario '
‘ Fimdn y Cajal Ehm.mi‘,ﬂ de Madsid
oL 1 !

Salochi Ao Fhitty el Iny

Ora. ITZIAR DE PABLO LOPEZ DE ABECHUCO, Secrstaria dsl Comite Etico ds

Invasligacion Cliniza del Hospitel Raman v Cajal

CERTIFICA

{us 2 Jeomiteé Etico de  Invoestigacidn Clinica, ha svauadse o PROYECTO DE
INVESTIGACION:

Tiul

ldentificacion de biomarcadorez mediante técnicas de protedmica cuantitativa para
el diagndstico y pronostico de cancer de células renaleg.

Imvestgador Prncipal: Javier Francisco Burgos Revilla
Senico Urologia

¥ ha decididn su APROBACION.

I o oue firmooen Madrid 2 11 de maye de 2011
ST "-.': Wi lm ovmelaris
BRI
v, ||;1?i;/ Salucthd .t
o Cre e T T
[ TRYEATH, o % T Ra0A
Fdo.: Dra. 2187 de Pablo Lapae de Abechuca
Szcretaria del CEIC

T Ty, fen OG0 D00 10T D) PpaT el Fonaant st R w sl ey

L A RO L e
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8.3. Anexo 3. Hoja para envio de muestras a Anatomia Patoldgica.

PROYECTO DE CARCINOMA DE CELULAS RENALES (CCR).

SERVICIO DE UROLOGIA / SERVICIO DE ANATOMIA PATOLOGICA.

La muestra de tejido que se envia se utilizara en el Proyecto de Investigacion de Protedmica del
Carcinoma de Células Renales, y no sera procesado para su analisis en Anatomia Patolégica.

PACIENTE:

Pegatina del paciente

FECHA: martes, 14 de julio de 2020
MUESTRAS:
1. BOTE 1: Tejido del tumor.
2. BOTE 2: Tejido sano renal.
DIAGNOSTICO: Tumor renal.

PROCESAMIENTO. El tejido remitido sera procesado por la Dra. Eva Cristobal Lana o el Dr. Constantino
Varona Crespo.

Por favor, al recibir la muestra:

1. Avisar a Eva Cristobal o a Constantino Varona.
2. Eltejido se congelara en fresco en el menor tiempo posible desde su extraccion en quiréfano.

8.4. Anexo 4. Hoja de identificacion de las muestras. Documento de trazabilidad.
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Sty il
B sormcied i bimirds

"4 Hospital Universitario
‘.l" M Ramdn y Cajal

BIOBANCD

BIOB

RG-BIOB-013.48
REV.: 01

FECHA: 10-06-11
PAG. 1 DE 1

HOJA DE REGISTRO/VOLANTE

N identificacion caso: 1 S/CCR/

[Actvidad del Bobancaocedenclain® comeiative ded paciente] MUESTRAS
[Es &l mismo para indas I35 exraccones que e |e reallcen al paciente)

ETIQUETA DE IDENTIFICACION DE

Encargado de la recogida:

Fecha de extraccion:

Raza: Blanca o

Sexo: Hombre o Mujer o

Negra o

-4, 5mil] (Eapdn mojo-amariio- minimo 40mi)

Asiatica o Hispanoamericana o
Fecha de nacimiento: .....J....Jccccue.e. Edad (afios):
Peso (kg): Talla (cm):

SAMGRE EANGRE BIN
Muestras EaTATUED TUBD GEL oz e -

Hora de extraccion

Hora de
congelacion™

* Este dato se rellenara donde se lleve a cabo la congelacion.

[0 se ha obtenido el consentimiento informado del paciente y se ha guardado
en su Historia Clinica.

] Se ha creado la cormespondiente Ficha de Archivo del Investigador.

[ se ha comprobado 1a identidad del paciente. El n® identificacion del caso se
comesponde con el asociado a la Historia Clinica en la Ficha de Archivo del

Investigador.

COMENTARIOS:
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8.5. ANEXO 5. Beca de Investigacion en Uro-Oncologia de la Sociedad Urolégica
Madrilefia y Astra Zéneca.

|27 congreso de /c PREMIOS

Sociedad /ro/oglc a Madrilera

SUM 2011

Beca de Investigacion en Uro-Oncologia,
patrocinada por Astra Zeneca y por la SUM
con una cuantia de 9.000 €

S
-

Deteccion de Marcadores de Ca ' de Células Renales
mediante técnicas de Pi cuantitativa

CUENCA
6y 7 de mayo de 2011

AstraZeneca&
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