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En la Argentina, el Carcinoma de Células Renales es la 9" causa de
muerte por cancer en varones y la 13 en mujeres. El CRcc es el tipo
histolégico mas frecuente y comprende un grupo heterogéneo de can-
ceres con evolucion clinica variable. A nivel molecular, se ha demostra-
do que el CRcc esté asociado a la desregulacion de vias metabélicas
involucradas en el censado de la concentracion de oxigeno, nutrientes
y energia. En particular, la mutacién del gen VHL, relacionada con el
60-80% de los casos esporadicos de CRcc, desencadena la expresion
de genes relacionados con la angiogénesis y el metabolismo celular.
Si bien las nuevas metodologias moleculares han permitido descubrir
nuevos biomarcadores, no se conocen, hoy en dia, nuevos marcadores
prondsticos con utilidad clinica. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
fue determinar si la expresion de moléculas especificas, a nivel tisular
y sérico, se asocian con parametros clinicos y/o patoldgicos relevantes
en CRcc, incluyendo supervivencia.

En primer lugar, se encar6 un estudio retrospectivo, donde se estudid
la expresion de las moléculas VEGFR1/FIk-1, VEGFR2/FIt-4 y PDGF-A,
asociadas con las vias de sefializacion gatilladas bajo condiciones de
hipoxia, y de la molécula GLUT-1, involucrada en el metabolismo de
glucosa. Se encontrd que una alta expresion de VEGFR-2, a nivel cito-
plasmatico, se asocia con la presencia de metastasis al diagndstico.
Por otro lado, el estudio univariado indicé que la expresién de GLUT-1y
VEGFR-2 estan asociadas con la supervivencia global.

Basado en el conocimiento de que las moléculas circulantes pueden
reflejar 1a biologia tumoral, se estudié en forma prospectiva la expre-
sién de 43 citoquinas angiogénicas, mediante “antibody array” en el
suero de pacientes CRcc y controles sanos. Se demostré que el suero
de pacientes portadores de CRcc presenta variaciones en moléculas
asociadas con el fenémeno proinflamatorio, como -309 (CCL1), IL-1a,
IL-1B y IL-2. Observamos que las citoquinas séricas proinflamatorias
disminuyen en pacientes con tumores localizados (El), con respec-
to a los individuos control, pero aumentan en pacientes con tumores
avanzados (EIV). Por lo tanto, es probable que en tumores de estadios

In our country, the renal cell carcinoma (RCC) is the 9" cause of death
for cancer in males and 13" in women. ccRCC is the most common
histological type of RCC. The natural history of this disease is highly
variable. Alterations in angiogenic molecules are a main mechanism
associated with ccRCC, tumor development and progression. Also,
nowadays, ccRCC has been associated with metabolic dysfunction and
with the activation of pseudohypoxic pathways. Proteomic technologies
have been used to discover new hiomarkers of RCC that might increase
survival. However, it is known that no single prognostic marker in RCC
exists. So, the aim of this study was to determine whether the expression
of specific molecules, at tumor tissue or serum levels, is associated with
clinical and/or pathological parameters relevant to ccRCC patients, in-
cluding survival.

First, we enfaced a retrospective study where formalin fixed paraffin
embedded ccRCC tumors were analyzed by immunohistochemistry. The
expression of VEGFR1/FIk-1, VEGFR2/FIt-4 and PDGF-A receptor, asso-
ciated with angiogenic pathways triggered by hypoxic conditions and
Glut-1, involved with the glucose metabolism, were studied. We found
that a high cytoplasmic VEGFR-2 expression could be associated with
the presence of metastasis at diagnosis. On the other hand, an univa-
riate study indicated that the expression of GLUT-1 and VEGFR-2 can be
associated with overall survival.

As circulating molecules might contain a rich untapped source of di-
sease-specific information leading to the discovery of new biomarkers,
our next approach was to determine, at serum level, the expression of
multiple circulating cytokines in ccRCC patients by an antibody array
assay. This prospective study revealed that serum concentration of
cytokines involved in inflammation (I-309, IL-1a, IL-1f and IL-2) were
lower in Stage | than in Stage IV patients or control subjects. This fin-
ding suggests that pro-inflammatory molecules might be controlled and
reduced in small-tumor microenvironment diminishing collateral effects
produced by inflammation. However, as the tumor grows, it acquires the
ability to control immune and inflammatory responses generating a
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bajos se origine una respuesta que provoque la disminucion del perfil
de moléculas proinflamatorias que se refleje en la circulacién, pero a
medida que el tumor progresa se cree un microambiente mas hostil que
induzca el aumento en la concentracion de estas moléculas.
Finalmente, se estudid la expresion sérica de la enzima Anhidrasa Car-
bonica IX (CAIX) cuya funcién es participar en la homeostasis del pH
intra y extracelular. Se observé que los pacientes portadores de CRcc
presentaron valores significativamente elevados de CAIX circulante
respecto a los observados en controles sanos. Considerando un va-
lor de corte correspondiente al percentilo 85 de la poblacién control
(34,82 pg/ml), la Especificidad de CAIX para la portacion de CRcc fue
de 93,8% y la Sensibilidad de 73,3%. Ademas, se encontrd que los pa-
cientes EI mostraron valores de CAIX sérica significativamente menores
con respecto a los valores observados en pacientes con estadios mas
avanzados. En el 66,67% de los pacientes se observé que los valores de
CAIX descendieron significativamente luego de la cirugfa. Por lo tanto,
la cuantificacion de CAIX sérica podria ser un potencial marcador para
el diagnostico y seguimiento de pacientes con CRcc.

Consideramos que estudios realizados son de relevancia, ya que para
el CRcc no se cuenta, hasta el momento, con biomarcadores de utilidad
clinica en el manejo del paciente.

PALABRAS CLAVE: Cancer de rifion, vias angiogénicas, enzima CAIX,
marcadores tumorales.

hostile microenvironment which promotes aggressiveness and invasion.
Finally, we studied the expression of serum CAIX, an enzyme involved
in pH homeostasis and hypoxia, by a quantitative ELISA test. ccRCC
patients showed significantly elevated values of serum CAIX respect to
the levels observed in healthy controls. The assay of serum CAIX expres-
sion in our population exhibited a sensitivity of 93.8% and a specificity
of 73.3% to diagnose ccRCC disease. Besides, we demonstrated that
Stage | ccRCC patients showed significantly lower levels of the circula-
ting enzyme. Serum CAIX levels significantly correlated with tumor size.
Then, we investigated the usefulness of serum CAIX in the follow-up of
these patients. Interestingly in 66.7% ccRCC patients values of CAIX
decreased after tumor removal. We conclude that serum CAIX could be
a useful diagnostic biomarker in ccRCC patients. This would be of re-
levant importance as there is a lack of molecular biomarkers for this
pathology.

KEY WORDS: Renal Cell Carcinoma, angiogenic pathways, CAIX en-
zyme, tumoral biomarkers.

INTRODUCCION

Biologia molecular del Carcinoma Renal
de células claras

El Carcinoma de Células Renales (CR) representa el
cincer urolégico mds letal. Las razones que explican
el pobre prondstico de este cdncer son su diagndstico
clinico tardio y la resistencia a la quimioterapia con-
vencional, lo cual lo convierte, una vez diseminado, en
una enfermedad incurable. El CR engloba a un grupo
heterogéneo de subtipos tumorales, que incluyen el CR
de células claras (CRcc), responsable del 70-80% de
todos los CR; el carcinoma papilar (CRp tipo Iy II)
(11-15%); el croméfobo (5%) y otros tipos menos fre-
cuentes'. Esta clasificacion es limitada, ya que pacientes
con el mismo diagnéstico histopatolégico pueden evo-
lucionar en forma muy distinta. Estudios mds recientes
indican que cada uno de estos subtipos histoldgicos se
asocia a mutaciones especificas y que pueden subdivi-
dirse de acuerdo a la presencia de alteraciones molecu-
lares particulares.

Si bien el CRcc es el subtipo predominante de CR,
su historia natural es heterogénea y dificil de predecir.
Este tipo del cdncer se ha asociado con la pérdida de
funcionalidad del gen de von Hippel-Lindau (VHL),
tanto en la forma familiar de la enfermedad como en
la mayoria (~90%) de los casos esporddicos® La heren-
cia de una copia defectiva del gen VHL predispone a la
persona portadora al desarrollo de CRec en el marco
del sindrome VHL. Sin embargo, para que se desarro-
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lle un cincer es necesaria la inactivacién somadtica del
otro alelo.

En CRcc se han detectado muchas alteraciones mo-
leculares en los mecanismos normales de homeostasis
y metabolismo que ocurren en respuesta a la hipoxia,
generando un estado conocido como pseudohipoxia
(activacién de las vias de sefializacién que normalmente
se activan en condiciones de hipoxia, pero bajo condi-
ciones normales de oxigeno). Esta condicién se debe a
la sobreexpresion de HIF-1a como consecuencia de la
pérdida de funcionalidad del gen VHL lo que lleva a un

aumento en la expresion de genes regulados por HIF-1a.

Es sabido que en la célula tumoral predomina la
glucdlisis seguida por fermentacion lactica en lugar de
la fosforilacién oxidativa, atin en condiciones normales
de concentracién de oxigeno. Este fenémeno se cono-
ce como efecto Warburg y facilita la formacién de un
microambiente tumoral 4cido beneficioso para la célula
tumoral ya que, entre otros efectos, la protege del siste-
ma inmune*, Uno de los genes regulados por HIF1a es
aquel que codifica para la proteina GLUT-1 (transpor-
tador de glucosa), ubicado en la membrana plasmitica,
lo que resulta en un aumento de la incorporacién de
glucosa a la célula tumoral. Ademas, otras enzimas cla-
ves del camino glucolitico son reguladas por HIF1a, lo
que en conjunto induce un aumento significativo de la
glucdlisis. También se encuentra regulada por HIF1a,
la anhidrasa carbénica IX (CAIX). Esta enzima perte-
nece a la familia de anhidrasas carbénicas (ACs). Algu-



nas enzimas de esta familia se expresan normalmente
en muchos tejidos y controlan el pH por conversién del
CO, y H,O en bicarbonato. CAIX controla el pH aci-
dico que se genera en el microambiente tumoral como
resultado de un metabolismo glicolitico. Varios estu-
dios han evaluado la expresion de esta enzima en CRec
a nivel tisular con el objetivo de asignarle un valor diag-
néstico o predictivo’. Menos se conoce su valor como
biomarcador de CRcc a nivel sérico.

El CRcc se caracteriza por ser un tumor altamente
angiogénico. Los genes involucrados en la angiogénesis
y en la respuesta a hipoxia también son regulados por
HIF1la. Un ejemplo es el VEGF (Vascular Endotelial
Growth Factor), cuya actividad es crucial en la progre-
sién tumoral. VEGF se une a sus receptores de mem-
brana con actividad tirosina quinasa VEGFR1, VEG-
FR2 y VEGFR3 los cuales al activarse gatillan varios
caminos de sefializacién que resultan en la proliferacién
de la célula endotelial, la migracién y la degradacién de
componentes de la matriz extracelular®. El VEGE en
particular, estd sobreexpresado en la mayoria de los
CR, principalmente en aquellos asociados con la inacti-
vacién del gen supresor tumoral VHL. Otra molécula
moduladora del proceso angiogénico desregulada en
CRcc es el PDGF (Platelet- derived Growth Factor),
quimioatractante para los precursores de los pericitos’,
involucrados en la formacién de nuevos vasos.

Biomarcadores tumorales

Un biomarcador tumoral se define como un indicador,
objetivamente medido y evaluado, generalmente carac-
teristico de un proceso bioldgico normal, pero que se
encuentra cuali o cuantitativamente alterado en el cin-
cer. El marcador puede estar relacionado, entre otros,
con la expresién de caracteristicas bioldgicas involucra-
das en la transformacién celular, en el crecimiento y/o
progresién tumoral. El mismo puede ser producido por
el tumor o por otras células en respuesta a la presencia
tumoral y puede detectarse, a nivel celular o molecular,
en tejidos, células circulantes, fluidos biolégicos (sangre,
orina u otros), etc.

En el caso del CR, en la actualidad no hay ningtin
marcador validado para la deteccién, prondstico, mo-
nitoreo o seleccién del tratamiento. Sin embargo, hay
varios trabajos que describen posibles marcadores con
potencialidad clinica para CRec, pero que necesitan ser
estudiados mas profundamente. Las investigaciones ba-
sadas en la busqueda de marcadores en fluidos como
orina, plasma o suero podrian llevar a la deteccidon de
aquellos que, obtenidos en forma poco o no invasiva,

permitan monitorear la respuesta del paciente a lo lar-
go del(los) tratamiento(s) de su enfermedad. También
podrian facilitar el seguimiento de los pacientes a fin de
detectar tempranamente una posible recaida.

Los marcadores de diagndstico se utilizan para de-
terminar la presencia o no de cdncer, establecer el origen
de un tumor indiferenciado, o bien para conocer el ori-
gen de metdstasis cuyo tumor primario es desconocido.
Pueden clasificarse, segiin la técnica que se utilice para
su deteccién, en inmunohistoquimicos, genéticos, mo-
leculares, entre otros.

Para la mayoria de las neoplasias renales, el diagnos-
tico se basa en la observacién de la morfologia celular
mediante histologia tradicional (cortes histoldgicos
tefiidos con hematoxilina/eosina). No obstante, la in-
munohistoquimica es indispensable para subclasificar
histolégicamente variantes de CR, para diagnosticar las
biopsias cuando el material es escaso, o para identifi-
car metdstasis en 6rganos distantes. Sin embargo, los
diferentes subtipos de CR comparten la expresién po-
sitiva o negativa de varios de estos marcadores inmuno-
histoquimicos, lo que hace que sea necesario evaluar la
expresion simultinea de varios antigenos para clasificar
los distintos tipos tumorales con mayor precision.

Los marcadores de prondstico se utilizan para de-
terminar el comportamiento de un tumor y predecir su
agresividad, lo que permite delinear grupos de pacientes
mds homogéneos. Estos biomarcadores informan, en el
momento del diagnéstico, sobre la evolucién clinica que
tendrd el paciente, lo que permite determinar las pro-
babilidades de supervivencia libre de enfermedad (SLE:
periodo de tiempo desde el diagndstico tumoral hasta
la recaida) o de supervivencia global (SG 6 SVG: pe-
riodo de tiempo desde el diagndstico tumoral hasta la
muerte). Los marcadores de prondstico pueden ayudar a
estratificar pacientes en grupos de riesgo en relacién a su
evolucién, y también a guiar las decisiones terapéuticas.

OBJETIVOS

El objetivo de nuestro grupo de trabajo consisti6 en
analizar, en pacientes con CRcc, virgenes de tratamien-
to, la expresion de moléculas, tanto a nivel tisular como
circulante, a fin de encontrar biomarcadores con valor
diagndstico y prondstico.

MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se realizaron dos tipos de estudios:
uno retrospectivo y otro prospectivo. Ambos estudios
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Figura 1. Fotos representativas de las IHQ. A: GLUT-1 a nivel de membrana (A=400X); B: VEGF-R2 a nivel citoplasmatico
(A=400x); C: VEGF-R3 a nivel citoplasmatico y de membrana (A=100x); D: PDGF a nivel citoplasmatico (A=400x).

fueron aprobados por el Comité de Docencia e Inves-
tigacién del Instituto de Oncologia Angel H. Roffo
(IOAHR) siguiendo la declaracién de Helsinki. Ade-
mis, el estudio retrospectivo fue aprobado por el CEPI
[(Comité de Etica de Protocolos de Investigacién del
Hospital Italiano de Buenos Aires (HIBA)].

Los tumores fueron clasificados morfolégicamente
utilizando la clasificacién de WHO (2004). Se inclu-
yeron pacientes virgenes de tratamiento sistémico y se
excluyeron pacientes que hubieran padecido otro cin-
cer previo o durante el tratamiento o seguimiento de
su enfermedad renal. La informacién clinica de los pa-
cientes se obtuvo por revisién de las Historias Clinicas.

Estudio retrospectivo:

Poblacién: Se analizaron cortes histoldgicos de pie-
zas quirdrgicas correspondientes a tumores CRcc de
49 pacientes del IOAHR. Se estudiaron 27 hombres
[edad: mediana 54 (rango 46-72)] y 22 mujeres [edad
64 (44-82)]. Segtin el estadio se incluyeron 7 pacientes
estadio I, 18 estadio II, 7 estadio III y 16 estadio IV.
26 pacientes presentaron factores de riesgo (obesidad,
hipertensién o habito de fumar). Salvo 4 pacientes, to-
dos los individuos presentaron Performance Status de

entre 80 y 100%.

Inmunohistoquimica (IHQ): Se utilizaron los
siguientes anticuerpos primarios: GLUT-1 (Thermo

Scientific) y VEGFR-2, VEGFR-3 y la isoforma de
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PDGE PDGEF-A de Santa Cruz Biotechnology, Inc. La
expresién de los marcadores moleculares fue analizada
por dos observadores independientes, que desconocian
los datos clinicos y de evolucién de los pacientes. Para
cada corte se determiné el porcentaje de células positi-
vas sobre el total de células del tumor.

Andlisis estadistico: Se establecié un valor de
corte para dividir los valores en “alta” o “baja” expre-
sién: 50% para GLUT-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 y
10% para PDGEF-A tanto a nivel de membrana como
citoplasma. Para el anilisis estadistico se utilizaron
los tests de Spearman, Chi-cuadrado y Fisher. Para
el andlisis multivariado se realizé Anélisis de Corres-

N° de tumores con alta

Antigeno Localizacion expresion/total (%)
Membrana 26/48 (54,2)
GLUT-1
Citoplasma 11/46 (23,9)
Membrana 19/47 (40,4)
VEGFR-2
Citoplasma 14/47 (29,3)
Membrana 22/47 (46,8)
VEGFR-3
Citoplasma 16/47 (42,6)
Membrana 20/47 (42,6)
PDGF
Citoplasma 18/47 (38,3)

Tabla 1. Nimero de tumores con alta expresion de los mar-
cadores estudiados, segtin su localizacion citoplasmatica
0 de membrana.



pondencia Mdltiple. Las curvas de Kaplan-Meier y el
Log Rank test se utilizaron para evaluar la sobrevida
global (SVG). El anilisis multivariado de la SVG se
realizé mediante el test de Cox. En todos los casos se
considerd que la diferencia es estadisticamente signifi-
cativa cuando p<0,05.

Estudio prospectivo:

A) Estudio de 43 citoquinas séricas mediante “Anti-

body Array”

Poblacién: Las muestras de suero fueron obtenidas
siguiendo un estricto protocolo y fueron almacenadas a
-80°C hasta su utilizacién. Se incorporaron 14 contro-
les sanos (CS), 14 pacientes CRec Estadio (E) I (EI) y
13 EIV, luego de la firma del consentimiento informa-
do. Este proyecto estd asociado al “Biobanco Publico de
Muestras Séricas Oncoldgicas” del IOAHR y se realizd

en forma conjunta con el HIBA.

Antibody Array: Para el andlisis de la expresién de
43 citoquinas séricas, relacionadas con el proceso an-
giogénico, se utiliz6 el kit RayBio® Human Angiogene-
sis Antibody Array C Series 1000. La técnica se realizd
siguiendo las indicaciones del proveedor. Se evalué la
intensidad de la senal de los resultados utilizando el

programa Gel-Pro Analyzer 4.0 para Windows.

B) Estudio de Anhidrasa Carbénica IX (CAIX) me-
diante el “Test de Elisa”

Poblacién: Las extracciones se realizaron en el mo-
mento del diagnéstico [Muestra (M)=1] y después
de la cirugia (M=2) (n=30, 10 EL, 4 EIL 6 EIll y 10
EIV). Los resultados se compararon con los obtenidos

en 16 CS.

Test de Elisa: Mediante este ensayo se analizd, en
las muestras séricas de controles y pacientes, la expre-

sién de la molécula CAIX (Kit R&D System).

Anlisis estadistico: El andlisis multivariado de la
expresién de las moléculas se realizé por Analisis por
Componentes Principales (ACP). Se realizé un test
no paramétrico (Kruskal-Wallis) comparando los tres
grupos (CS, EI'y EIV) y contrastes a posteriori. Para
la molécula CAIX se calcularon la especificidad (Es) y
la sensibilidad (S) del marcador. En todos los casos se
considerd que la diferencia es estadisticamente signifi-
cativa cuando p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de los antigenos en estudio a nivel tisular y
su asociacién con pardmetros clinico-patolégicos

En la Figura 1 se muestran fotos representativas
de la expresién de los distintos marcadores estudiados
empleando IHQ. En todos ellos se observé marcacion
tanto a nivel de membrana (40-55%) como citoplasmé-

tica (24-40%) (Tabla 1).

En la Tabla 1 se listan la cantidad de tumores que
expresan altos niveles de los distintos marcadores, tanto
a nivel citoplasmdtico como de membrana.

Mis del 50% de los tumores CRec presentaron una
elevada marcacién de GLUT-1 a nivel de membrana,
alrededor del 40% tuvieron alta expresién de VEG-
FR2 o VEGFR3 y un 40% expresaron PDGF a nivel
de membrana. Se observé una elevada expresién de
GLUT-1, VEGFR-3 y PDGEF-A desde los primeros
estadios de la enfermedad, lo cual indicaria una tem-
prana desregulacion de las vias angiogénicas y del me-
tabolismo de la glucosa.

Se encontré una correlacién significativa entre la
expresion citoplasmdtica y de membrana para los anti-
genos GLUT-1y PDGF (p<0,001 y p<0,008 respecti-
vamente). También se hall una correlacién significativa
entre la inmunomarcacién de VEGFR-2 y VEGFR-3,
tanto a nivel de membrana (p<0,001) como citoplasma-
tica (p<0,008). Ademds, se hall6 una asociacién inversa
entre la marcacién de PDGF en membrana celular y la
edad (p<0,05). Asi, un mayor niimero de tumores CRec
provenientes de pacientes jovenes presentaron una ma-
yor expresién de PDGE a nivel de membrana, en com-
paracién con tumores de pacientes con mayor edad.

Por otro lado, una alta expresion citoplasmitica
de VEGFR-2 se asocié con la presencia de metastasis
al diagnéstico. Se observé una mayor expresion cito-
plasmatica de VEGFR-2 en los tumores de pacientes
con diseminacién metastdsica al diagnéstico (53,3%)
respecto de tumores de pacientes no metastdsicos
(16,1%) (p<0,01). Esto sugiere que la alta expresién
de esta molécula, involucrada en la angiogénesis, po-
dria ser importante para determinar la extravasacién
de la célula tumoral.

El analisis de los datos por este método multivaria-
do revel6 las siguientes asociaciones:

+ Los tumores de pacientes que estaban vivos al fi-
nalizar el estudio, portadores de tumores T1, sin me-
téstasis al diagndstico y con un PS de inicio de 100%,
presentaron mayoritariamente baja expresién de VEG-

FR-2, VEGFR-3 y de PDGF-A a nivel citoplasmitico.
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Figura 2. Curvas de Kaplan-Meier para los marcadores GLUT-1y VEGFR-2 en membrana.

+ Los tumores de pacientes >70 afios con tumo-
res T3 y GIII, presentaron metdstasis al diagndstico y
fallecieron durante el seguimiento del estudio mostra-
ron principalmente elevada expresiéon de VEGFR-2
en citoplasma. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos con el test de Chi-cuadrado.

+ Los tumores provenientes de mujeres de edad
entre 51 y 60 afios, con PS de inicio de 80% y que
presentaban al menos un factor de riesgo mostraron,
en su mayoria, alta marcacién en citoplasma de VEG-

FR-3 y PDGF-A.

Asociacién entre la expresion de los antigenos en es-
tudio y la supervivencia global

El analisis univariado mostré que una baja expresion en
membrana del antigeno GLUT-1 y alta de VEGFR-2
se asocian a mal prondstico. En la Figura 2 se muestran
las curvas de Kaplan-Meier para estos dos marcadores.
Sin embargo, el test multivariado de Cox indicé que esta
asociacion significativa se pierde al incluir en el analisis
otras variables prondsticas relevantes para CRcc (datos
no mostrados), por lo cual no se pueden considerar
marcadores independientes de supervivencia.
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Expresién de las moléculas en estudio a nivel circulante

Aquellas citoquinas que presentaron la mayor variabili-
dad de expresion en todos los grupos estudiados fueron
las moléculas asociadas al proceso inflamatorio 1-309,
IL-1a,IL-1B,IL-2 y IL-4. En la Figura 3 se muestra la
expresion de estas moléculas en los tres grupos en estu-

dio (Controles, Pacientes EI y Pacientes EIV).

Se observéd que la concentracién de las moléculas
circulantes 1-309, IL-1q, IL-1B disminuye significa-
tivamente en estadios iniciales de la enfermedad y au-
mentan en los mas avanzados. Para la molécula IL-2 no
se observaron diferencias significativas entre el EIV con
respecto al control o al EL.

La inflamaci6n asociada a los tumores es un proce-
so complejo, donde intervienen células inflamatorias,
asi como también una serie de mediadores que inclu-
yen citoquinas, quemoquinas y enzimas, quienes en
conjunto establecen un microambiente particular que
facilita la angiogénesis y promueve el crecimiento, la in-
vasién y la metdstasis de la célula tumoral. Por lo tanto,
es probable que en tumores de estadios bajos se origine
una respuesta que provoque la disminucién del perfil
de moléculas proinflamatorias que se refleje en la circu-
lacién, pero a medida que el tumor progresa se cree un
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Figura 3. Gréaficos de expresion de I-309, IL-1a,, IL-1B e IL-2 (*) Significancia en la expresion entre las diferentes moléculas.
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Figura 4. Expresion de los niveles circulantes de CAIX en
individuos controles y en pacientes con CRcc segln el esta-
dio. La linea roja representa el valor de corte seleccionado.
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Figura 5. Valores de CAIX sérico para los 10 pacientes EIV
estudiados, antes (M1 color azul) y luego de la cirugia (M2
color rojo).

microambiente mds hostil que induzca el aumento en la
concentracién de estas moléculas.

Por otro lado, los pacientes CRec presentaron va-
lores significativamente elevados de CAIX circulante
(Md 75,89 pg/ml, rango 30,8-1482,9) respecto a los
observados en controles (Md 23,29 pg/ml; rango 0,0-
79,9) (MW test: p<0,001). Considerando un valor de
corte correspondiente al percentilo 85 de la poblacién
control (34,82 pg/ml), la Es de CAIX para la porta-
cién de CRec fue de 93,8% y la S 73,3%. Por otro lado,
se encontrd que los pacientes EI mostraron valores de
CAIX sérica significativamente menores respecto de
los pacientes con estadios mis avanzados [Por ejemplo:
EI1=45,25 (30,8-107,9) vs. EIV=102,93 (36,2-1482,9),
expresados en pg/ml, MW p<0,001)] (Figura 4).

Ademas, se observé que en 20/30 (66,67%) de los
pacientes CRcc los valores de CAIX descendieron signi-
ficativamente luego de la cirugfa (M2), mientras que en
4 los valores no se modificaron y en 6 aumentaron. En la
Figura 5 se muestra los valores de la enzima obtenidos
antes y después de la cirugia para los pacientes EIV.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio retrospectivo
indicarian que una elevada expresién citoplasmdtica de
VEGFR:2 en el tejido tumoral podria relacionarse con
la presencia de metdstasis al diagnéstico. Sin embargo,
un nimero mayor de pacientes es necesario para confir-
mar estos resultados.

En el estudio prospectivo se determind que el suero
de pacientes portadores de CRcc presenta variaciones
en moléculas asociadas con el fenémeno proinflamato-
rio, como 1-309 (CCL1), IL-1q, IL-1B y IL-2. Obset-
vamos que las citoquinas I-309 (CCL1), IL-1aq, IL-18
disminuyen en pacientes con tumores localizados (EI)
pero aumentan en pacientes con tumores avanzados
(EIV). Estas alteraciones nos estimulan a continuar
este estudio a fin de determinar su valor como biomar-
cadores en CRcc.

La cuantificacién de CAIX sérica podria ser un
potencial marcador para el diagndstico y seguimiento
de pacientes con CRcc. Los valores de esta enzima se
incrementan con la presencia de tumor, son mas eleva-
dos en los estadios mds avanzados y descienden en mas
del 60% de los pacientes después de la cirugfa. Estos
datos son de relevancia, ya que para el CRcc no se cuen-
ta, hasta el momento, con marcadores moleculares de
utilidad clinica.
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COMENTARIO EDITORIAL

El trabajo presentado por la Dra. Puricelli describe los
resultados de un estudio enfocado a la identificacién de
biomarcadores del Carcinoma Renal de células claras
(CRce), desarrollado por su equipo de investigacion
del Instituto Roffo en colaboracién con miembros del
Hospital Italiano de la Ciudad de Buenos Aires. El
estudio presentado tiene gran relevancia en relacién al
manejo de esta patologia, especialmente si se tienen en
cuenta: 1) los datos epidemioldgicos actualizados que
describen su incidencia actual y crecimiento futuro, 2)
su sintomatologia y caracteristicas clinicas, y 3) las he-
rramientas actuales para su diagndstico y seguimiento
asi como el prondstico de esta enfermedad. A continua-
cién se comentan algunos aspectos respecto de los tres
puntos presentados.

Respecto a los aspectos epidemioldgicos, el cincer
de rifién es el séptimo cdncer mis comun en los hom-
bres y el noveno en las mujeres. Mundialmente se ha
estimado que su incidencia es de 0,6 a 14,7 por 100.000
individuos'. En un estudio reciente se estimé que espe-
cificamente el Carcinoma Celular Renal representaria
el 3,8% de las enfermedades de los adultos y el 90-95%
de los neoplasmas del rifién en 2010% Contrastando
con otros cinceres genitourinarios, su incidencia crece
rapidamente (2,5 %/afio). El aumento en la incidencia
observado puede parcialmente ser explicado por el in-
cremento en el uso del diagnéstico por imagenes (MR,
tomografia computada y ecografia), estudios que han
revelado un aumento en la incidencia de los cinceres
localizados. De todas maneras, el aumento en las tasas
de mortalidad estaria indicando que el aumento de la
incidencia no podria justificarse solo por un incremento
en la deteccién de tumores pequefios’.

En referencia a su sintomatologia y caracteristicas
clinicas, se ha reportado que el Carcinoma Celular Re-
nal se destaca por la ausencia de signos de alarma, asi
como por sus manifestaciones clinicas diversas y varia-
bles y por la resistencia a la radiacién y quimioterapia.
Si bien ha aumentado la deteccién de tumores en pa-
cientes asintomdticos por el uso de estudios con image-
nes, en 30% de los casos, la enfermedad se presenta en
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estadios avanzados; asimismo, el 40% de los pacientes
que se someten a reseccidn quirtirgica curativa presenta
recurrencia®®,

En relacién a las herramientas para su cliagnéstico y
seguimiento, hasta el presente no se cuenta con méto-
dos objetivos y sensibles para el diagnéstico, seguimien-
to y prondstico del Cancer Renal, por lo que la identifi-
cacién de BIOMARCADORES es clave en el manejo
de esta enfermedad. Por lo expuesto, la identificacion de
biomarcadores con valor diagnéstico y prondstico para
el Carcinoma Celular Renal es altamente relevante.

Los estudios presentados en este trabajo se han en-
focado en la evaluacién de un conjunto de proteinas en
pacientes con Carcinoma Celular Renal para identificar
biomarcadores con valor diagndstico y pronéstico. Es-
pecificamente, los estudios se realizaron sobre muestras
de Carcinoma Renal de células claras (CRec), siendo
éste el mas frecuente entre los carcinomas celulares re-

nales (70-80%).

Los autores realizaron estudios retrospectivos sobre
cortes de tejido de archivo y estudios prospectivos sobre
suero de pacientes afectados con la enfermedad. Para
los estudios se eligi6 el seguimiento de proteinas rela-
cionadas con procesos relevantes para este cincer, como
lo refleja un reporte reciente®. Los estudios retrospec-
tivos involucraron procedimientos de inmunohistoqui-
mica para una proteina relacionada al proceso de glucé-
lisis (GLUT-1, transportador de glucosa) caracteristico
del microambiente tumoral dcido y para 3 proteinas
relacionadas a la angiogénesis (VEGFR-2, VEGFR-3,
receptores de factor de crecimiento vascular endotelial
2y 3; PDGEF-A, factor de crecimiento derivado de pla-
quetas-A). Los estudios prospectivos involucraron la
evaluacién de un conjunto de 43 citoquinas empleando
un arreglo de anticuerpos y la cuantificacién de una en-
zima relacionada a la glucélisis (CAIX, anhidrasa car-
bénica IX) por el método de ELISA. En relacién a los
casos incluidos en el andlisis, los estudios retrospectivos
incluyeron muestras de pacientes en diferentes estadios
de la enfermedad; por su parte, en los prospectivos tam-
bién se incluyeron controles sanos y en algunos casos,
muestras obtenidas luego del tratamiento quirdrgico
terapéutico.

De los resultados obtenidos, se podria proponer
a la anhidrasa carbénica IX sérica como biomarca-
dor diagnéstico y de seguimiento del CRec, dado que
la evaluacién de sus niveles séricos mostré diferencias
significativas entre los valores para los controles sanos
y los pacientes enfermos, siendo mds elevados los co-
rrespondientes a los estadios mas avanzados, y dismi-
nuyendo en mds del 60% de los pacientes después de
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la cirugia terapéutica. Asimismo, las citoquinas séricas
I-309 (CCL1),IL-1alfa e IL-1beta podrian proponet-
se como biomarcadores de estadio del CRec, dado que
los estudios revelaron niveles mayores en los estadios
avanzados de la enfermedad respecto de los controles,
determindndose ademds que eran menores al control en
los correspondientes a los estadios tempranos de este
céncer. Finalmente, el VEGFR-2 podria proponerse
como biomarcador prondstico del CRec, dado que su
deteccién citoplasmitica por inmunohistoquimica en
secciones de tejido al momento del diagnéstico reveld
una asociacion entre su deteccion y la presencia de me-
tdstasis.

Debe destacarse que para la evaluacién de las pro-
teinas potenciales biomarcadores de diagnéstico y pro-
nostico del CRec, el equipo de investigacién ha utilizado
muestras no invasivas (suero) (biomarcadores de diag-
ndstico y seguimiento) o muestras obtenidas como parte
del proceso de rutina del tratamiento (tejido procesado
para evaluacidn anatomo-patolégica) (biomarcador pro-
néstico). Asimismo, los estudios realizados en el suero
para los marcadores de diagndstico y seguimiento em-
plearon técnicas estandarizables utilizando “kits” comer-
ciales e involucraron evaluaciones objetivas y cuantifica-

bles.

Si bien las evaluaciones reportadas fueron reali-
zadas sobre un nimero limitado de casos, los autores
identifican proteinas con un alto potencial diagndstico
y pronéstico del CRec, anticipando que los hallazgos
podrin consolidarse con un nimero mayor de mues-
tras y aportar al actual manejo de esta patologia.

Los estudios reportados en el presente trabajo
han llevado a la identificacién de potenciales biomat-
cadores para el diagnéstico, seguimiento y prondsti-
co del Céncer Renal de células claras.
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