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RESUMEN

INTRODUCCION: La transicion epitelial-mesenquimal es un proceso biolégico
complejo que permite a una célula epitelial mediante cambios bioquimicos, genéticos
y finalmente estructurales asumir un fenotipo mesenquimal (figura A) con la finalidad
de adquirir propiedades moviles/contractiles para asi aumentar su capacidad de
migracion, invasion, estimular células productoras de matriz extracelular y en

ocasiones adquirir resistencia a la apoptosis.

El proceso de transicion epitelial mesenquimal puede ser sujeto a estudio de
manera indirecta en una neoplasia determinada mediante el inmunomarcaje de
moléculas de adhesion y marcadores mesenquimales tales como filamentos

intermedios propios de células de origen estromal,

Para el estudio del proceso de TEM es necesario conocer la expresion de
moléculas y marcadores celulares que nos ayuden a diferenciar una célula epitelial de
una mesenqguimal, ademas tener en cuenta que dentro de un mismo tumor las células

pueden presentar heterogeneidad en cuanto a su inmunofenotipo y morfologia.

JUSTIFICACION: Debido a que la TEM tiene un papel muy importante en la
progresion del cancer, principalmente en la invasion temprana y el desarrollo de
metastasis a distancia, actualmente esta bien documentado en modelos animales y
en algunas neoplasias de humanos, sin embargo ninguno demuestra el proceso de
TEM en el carcinoma renal, por esto es indispensable estudiar a profundidad el

mecanismo de este proceso.

Al hacer un estudio experimental podremos observar y enlistar las moléculas

expresadas con mayor frecuencia en las células con morfologia de TEM para
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conocer cudles son las proteinas que presentan mayor especificidad y sensibilidad del

proceso.

El estudio de la TEM nos brindara respuestas sobre la regulacion genética y
por consiguiente proteica durante la carcinogénesis teniendo como impacto clinico a
largo plazo la posible aparicion de nuevas terapias blanco oncoldgicas que bloqueen

este proceso de TEM evitando asi la progresion tumoral y las metastasis.

HIPOTESIS: Existe una relaciéon inversa en la expresion de las moléculas
involucradas en la TEM donde las células de la zona no periférica del carcinoma renal
expresan Cadherina E y son negativas para Actina de Musculo Especifico y Desmina.
Por el contrario las células de la zona periférica pierden la expresion de Cadherina E,

y presentan expresion de Desmina y Actina de Musculo Especifico.

MATERIALES Y METODOS: Realizamos un estudio retrospectivo,
observacional, descriptivo y comparativo. Trabajamos con una muestra por accidente
la cual tiene 50 casos de pacientes con diagnéstico de carcinoma renal variedad
células claras, esta muestra fue seleccionada de la base de datos del Servicio de
Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio
Gonzalez" en el periodo comprendido entre 1995 al 2012. Al realizar las pruebas
estadisticas de X2 observamos correlacion significativa al comparar ambas zonas

tumorales en los 3 marcadores estudios.

CONCLUSIONES: conforme a lo reportado con la literatura, el proceso de
TEM esta relacionado con la progresion tumoral y las metastasis, sin embargo se
requiere de muchos mas estudios para poder caracterizar especificamente las
moléculas implicadas en el carcinoma renal variedad de células claras con la finalidad
de en un futuro poder realizar bloqueadores moleculares para evitar la progresion y

con ello las metastasis.
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I.INTRODUCCION
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1. DEFINICION DE TRANSICION EPITELIAL-MESENQUIMAL

La transicion epitelial-mesenquimal es un proceso biolégico complejo que
permite a una célula epitelial mediante cambios bioquimicos, genéticos y finalmente
estructurales asumir un fenotipo mesenquimal (figura A) con la finalidad de adquirir
propiedades moviles/contractiles para asi aumentar su capacidad de migracion,
invasion, estimular células productoras de matriz extracelular y en ocasiones adquirir

resistencia a la apoptosis. *

1.1l GENERALIDADES DE LA TRANSICION EPITELIAL MESENQUIMAL

En el periodo de organogénesis la totalidad de las células que conforman el
cuerpo humano derivan de 3 capas germinales, el ectodermo, endodermo y el
mesodermo®. Partiendo de esta gran clasificacién, al definir el origen de las
neoplasias malignas, el principal parametro que se utiliza para su adecuada
clasificacion es tener en cuenta la estirpe celular a partir del cual se origind la

neoplasia.

Con base en lo anterior, las neoplasias de origen epitelial se denominadas
carcinomas (originadas del ectodermo y endodermo), neoplasias de origen
mesenquimal o mesodérmico (denominadas sarcomas), derivadas del tejido

hematolinfoide (linfomas, mielomas).

Células Epitelisles Transicion
- - - : " Epitelial Mesenquimal Células Mesenquimales
! S
i i p ' i i § : ——— —

Figura A. Esquema de la TEM. En la figura de la derecha se muestran células epiteliales asentadas sobre la membrana
basal, conservan las uniones intercelulares mediante la proteina cadherina E (representada con color rojo) y se aprecia
que la polaridad del nicleo esta conservada; en la figura de en medio se puede ver como algunas células epiteliales
presentan poca cohesividad la cual es mediada por la pérdida de las uniones intercelulares de cadherina E y perdida de
la polaridad. En la figura de la izquierda, las células epiteliales ya sobrepasaron la membrana basal y adquirieron un

fenotipo mesenquimal ademas de motilidad, esta ultima caracteristica no esta representada en este esquema 14,

13



IIIIl CELULAS EPITELIALES

Se define como célula epitelial las que forman el parénquima de un érgano y
gue por lo general recubren la superficie interna (capa mucosa), se encuentran
dispuestas de una a varias capas y estan unidas entre si mediante proteinas de
anclaje, en donde la cadherina epitelial (Cadherina-E) las mantiene fuerte unidas y
conservando una polaridad regular, toda esta capa celular estd asentada en una
membrana basal formada por glucoproteinas y proteinas globulares, principalmente

colageno, esta capa separa el compartimiento epitelial del estroma!/ mesenquimar'.

La principal caracteristica de las células epiteliales es la cohesion celular la
cual es mediada gracias a las uniones intercelulares que pueden ser de 5 tipos (Figura
By C):

A) Uniones Estrechas: forman

una barrera de permeabilidad
impidiendo el libre flujo de
sustancias entre una célula y

otra?".

B) Uniones Ocluentes o Uniones

Oclusivas: son diminutos

espacios que hay entre la

membrana plasmaéti n : . : : :
embrana plasmatica de cada una Figura B. Diferentes tipos de uniones celulares de las

de las células®-®. célylas epiteliales. CJ= Uniones Estrechas, T J=
Uniones Ocluentes u ociustvas, ZA: Zonula Adherens
o Uniones Adherentes, D: Desmosomas, HD=

., Hemidesmosomas, BM= Membrana Basal. {*
C)Zonula Adherens o Union O

Figura C. Microscopia Electronica de Transmisién en
donde se puede observar las uniones celulares en un

proteinas de los citoesqueletos de  epitelio (s

Adherente: facilita la uniéon de las

las células adyacentes®s>.
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D) Desmosomas: unen los citoesqueletos de filamentos intermedios de células

adyacentes®.®.

E) Hemidesmosomas: une las células epiteliales y la membrana basal™.

I.IV CELULAS MESENQUIMALES

Las células mesenquimales son el primordio de las células estromales en el

adulto, derivan del mesodermo y se caracterizan por formar parte del tejido estroma!

gue puede laxo o denso, dependiendo de la organizacién de sus proteinas y células,

estas Ultimas suelen presentar aspecto fusiforme o estrellado y producen matriz

extracelular principalmente fibras de colageno, fibras elasticas, fibras de reticulina y

proteoglucanos los cuales presentan proteinas contractiles (actina, desmina) en su

citoplasma’.

Las principales funciones
del

estroma son las de
proporcionar soporte estructural a las
células parenquimatosas, sirve como
un medio de intercambio de
sustancias quimicas y electrolitos,
deposito de grasa para proteger de
traumatismos, elasticidad, ademas,
recientes investigaciones muestran

gue las neoplasias malignas
inducen a las células

[ plasmociio
'

VASC SANGUINGD
colagena ,

o oblaslo»

~macrofages

/ \ \
D sosnallo adipocta Lafocte

Fiegura C. Esquema que muestra la relaciéon que
existe entre las células y la matriz extracelular, en
donde la una de las principales células es el
fibroblasto. (s}

mesenquimales a producir factores angiogénicos y enzimas proteoliticas de la matriz

extracelular (como la colagenasa) para poder invadir el estroma y

15



posteriormente introducirse a los vasos sanguineos neoformados para producir
metastasis a distancia®. Bajo circunstancias especiales pueden producir exceso de

matriz, por ejemplo en la reparacién de heridas y fibrosis del tejido’.

1.V MODULACION DE LA TRANSICION EPITELIAL-MESENQUIMAL

La TEM y la TME son procesos claves en el desarrollo humano y en las
metéastasis de células tumorales. Durante la TEM las células epiteliales pierden la
polaridad de su membrana plasmatica debido a la ruptura de sus uniones
intercelulares y a la degradacion de la membrana basal y de los componentes de la
matriz extracelular con la finalidad de convertirse en células mesenquimales con

motilidad.

Tanto los receptores de membrana, la matriz extracelular y los genes que
contienen la informacion de las proteinas del citoesqueleto celular median la adhesién
celular, la migracion y la morfogénesis. Este proceso en condiciones normales, como
en el periodo organogenético, esta controlado por la activacion y desactivacion de
vias moleculares especificas, sin embargo, durante la carcinogénesis y
especificamente en la enfermedad metastasica, este proceso se lleva bajo ninguna
supervizacion ni control, es por este motivo que el estudio de la TEM y de la TME nos
brindaran muchas respuestas sobre la regulacion genética y por consiguiente
proteica, durante la carcinogénesis teniendo como impacto clinico la aparicion de

nuevas terapias blanco oncolégicas.

El citoesqueleto es una especie de andamiaje que adapta a la célula para que
esta pueda cumplir sus funciones especificas. Los principales factores que modulan la

TEM son los siguientes:

A) Activacion de factores de transcripcion (genes snail y slug)

B) Cambios en las proteinas de la membrana celular

C) Reordenamiento del citoesqueleto

16



D) Produccion de enzimas proteoliticas de la matriz extracelular

E) Expresién de proteinas especificas mesenquimales "+°.°

Los factores antes descritos pueden ser utilizados como marcadores para
estudiar este proceso demostrando el cambio de morfologia de las células asi como el
reordenamiento del citoesqueleto por la pérdida de expresion o adquisicion de la

expresion de diversos tipos de proteinas estructurales.

Los marcadores que se expresan principalmente en las células epiteliales son
cadherina-E, 13 catenina, citoqueratinas (CK), antigeno de membrana epitelial (AME),
ocludina, claudina, desmoplakina. A diferencia, las células mesenquimales sintetizan
colageno Yy laminina y expresan vimentina, desmina, actina de musculo liso,

1
fibronectina, twist, entre otros 0, .

Hace algunos afios, se pensaba que la expresion de estas moléculas era
exclusiva de una estirpe celular, sin embargo, se ha encontrado que tanto las células
epiteliales pueden expresar proteinas relacionadas con la estirpe mesenquimal y

. 1
viceversa %,

La principal via molecular que es activada en la TEM es la via Wnt que a su
vez activa el complejo cadherina E - 3 catenina, esta via molecular esta
esquematizada en la figura E*. Con el estudio de esta via molecular, se precis6 que
este proceso de TEM se presenta (figura F) de manera normal en la embriogénesis y
en la reparacion de herida ademas de presentarse como parte del espectro de las
neoplasias malignas, particularmente tomando gran importancia en las metéastasis a

) ) ) 10 1213
distancia de los carcinomas

La plasticidad de las células para cambiar su fenotipo epitelial a mesenquimal
se da gracias a la activacién de varias vias moleculares que a su vez activan genes

especificos para la posterior transcripcion de proteinas del citoesq ueleto 13, 14,15, 16, 17.
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Enfocandonos en este trabajo al proceso de TEM involucrado en la progresion
del cancer y metéastasis describiremos los pasos que siguen las células para poder
implantarse en otro sitio. La primera caracteristica y la principal, es la perdida de la
cohesividad celular, esto es mediado por la pérdida de la expresion de la Cadherina E,
posteriormente esta molécula viaja al nicleo y como ya se describio, se une a la ~

catenina formando el complejo que activara la via Wnt**. 12",

TGFH-R TAKITAIRE)

Wnt/ Fzd
e

-

- -

Figura E. Principales vias de sefalizacion involucradas en la TEM. La perdida de la Cadhernina E de la
membrana celular mediada por la Metalopeptidasa 3 [MMP-3) da lugar a que esta molécula viaje por
el citoplasma para llegar al nucleo en donde activa al gen Snail 1 atravez del protooncogen C-RO5-1. La
fosforifacion de Snail es mediada por el gen de la cingsa de glucogeno sintetasa (GSK-3), la
desfosforilacion de este gen esta medida por el complejo de desacetilacion nuclear (NuRD)unido a los
genes ascciados a metastass (MTA3) el cual a su ver inactiva el receptor de estrogenos. La
inactivacion de la cadherina E en el nuclec mediante los genes Snail 1 o Twist genera indirectamente
la transeripcion de proteinas mesenguimales como vimenting, ya que se activan los genes § catenina,
FOX-C2 y SIP1 los cuales a su vez activan genes de proteinas mesaenquimales como la actina y desmina.
La traslocacion de la § catenina requiere de |a activacion del bel-9-2 el cual por sisolo puede inducir la
TEM. Al silenciar la via del WTN la G5K-3 estard activada fosforilando en exceso los genes antes
descritas, por lo cual esta wa es muy importante en el desarrollo de la TEM sabiéndose que tanto el
Fattor de Necrosis Tumoral i, el gen C-MET y el complejo Tef-Lefl atrave: de la activacion del gen
Smiad activan estawiay producen la TEM. =4
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gura F. Plasticidad de las células epiteliales. En esta figura se observan 3 diferentes procesos en los

Jales esta involucrada la TEM. En el de la izquierda se observa el periodoc embrioidgico en donde se

1anera normal se activa y desactiva esta vida para la posterior formacién de los tejidos. En el centro
bservamos el proceso de cicatrizacién de heridas, aqui son importantes los factores quimictacticos 4 las
ue median la inflamacidn aguda y cronica para poder activar y posteriormente desactivar s was oue
iedian la TEM. En el lado izquierdo el proceso neopldsico muestra una capacidad para activar esta via
, fincipalmente para inducir a las células productoras de matriz ademas de producir enzimas

con el fin de llegar al interior de los vasos sanguineos y posteriormente instalarse en un nuevo s

Morfolégicamente se observan células separadas entre si, perdida de la
polaridad y algunas células apoptéticas . El siguiente paso importante es adquirir la
expresion de enzimas proteoliticas de matriz extracelular con la finalidad de poder
invadir mas alld de la membrana basal por lo cual se empiezan a detectar
principalmente la expresion de colagenasas y elastasas en el citoplasma de las

21
células eplteIIaIeSG 11, 14 15 16’17’18’19’20

Una vez rota la membrana basal, las células cancerigenas deben fijarse e
interactuar con la matriz extracelular y los angioblastos, estos procesos se dan gracias
a factores de induccién que producen las células epiteliales modificadas, estos
mismos factores ademas les proporcionan modificaciones en su material genético
(activaciéon de la via del Wtn) con la finalidad de poder expresar moléculas

mesenquimales (principalmente Actina y Desmina), estas 2



proteinas contractiles les brindan a las células la capacidad de emigrar hasta su objetivo

dentro de los vasos sanguineos (figura G)° 1. 1e°,
MB CE CCE ST cel NT
J . \ ; e
VS
EM G Cis TEM M EX TEM

Figura G. Progresion del cancer y metdstasis. MB: Membrana basal, CE: Célula Epitelial, EM: Epitelic Maduro Normal, CCE: Célula
Cancerigena Epitelial, CIS: Carcinoma Insitu, TEM: Transicion Epitelial Mesenquimal, CCI: Célula Cancerigena Invasora, M: Migracion,
VS: Vaso Sanguineo, EX: Extravasacion, NT: Nédulo Tumoral a Distancia. (1)

En el ser humano el proceso de TEM ha sido estudiado en:

e carcinoma transicional papilar

e carcinosarcoma de Utero

e adenocarcinoma ductal infiltrante de glandula mamaria
¢ carcinoma lobulillar infiltrante de la glandula mamaria
e carcinoma anal epidermoide

e carcinoma seroso y mucinoso de ovario

e carcinoma gastrico de tipo

e carcinoma embrionario y teratocarcinoma testicular

e carcinoma de células pequefias de pulmén

e adenocarcinoma pulmonar

e tumor de Willms

e adenocarcinoma de pancreas

e adenocarcinoma acinar de prostata

e carcinoma basocelular de la piel

¢ melanoma maligno de la piel

e carcinoma epidermoide dérmico

e carcinoma anaplasico de tiroides




8)

Sin embargo en el carcinoma renal no esta descrito en la literatura *4.21.22.%,

II.VI GENERALIDADES DEL CARCINOMA RENAL

Segun la OMS (Figura H), Europa y Estados Unidos representan las regiones
con mayor incidencia de carcinoma renal constituyendo del 2 al 3 % de todos los

tumores malignos?*.2°.%42

. En México, el registro histopatologico de neoplasias
malignas (RHPNM) en su actualizacion del 2003 reporto que hasta el 30 % de los
pacientes presentan metastasis al momento del diagnostico y hasta un 20 % la
desarrollara posteriormente y el promedio de edad de presentaciéon es entre los 60 a

70 afios con una relacion hombre:mujer de 1.5: 1%,

Incidenca del
Cancer Renal

M gs
mm 28-67
e 15-27
1 077-14

<077

Sin Datos

H

Figura H. Distribucion mundial del cdncer renal. Seglin datos de la OMS Europa y Estados Unidos son las
2 regiones con mas incidencia en carcinoma renal, siendo la Republica Checa, Lituania, Eslovaquia,
Estonia y Estados Unidos de América los paises con mayor incidencia mundial llegando a presentar
hasta 25 casos por cada 100,000 habitantes.?¢27
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Dentro de los factores de

riesgo se encuentra el Cancer renal

tabaquismo, obesidad, uso de
antihipertensivos y hasta el 4 %
esta relacionado con sindromes
hereditarios, principalmente el

sindrome de Von Hippel-Lindau y

Carcinoma renal papilar hereditario
Esclerosis tuberosa 1y 2
Hiperparatiroidismo y tumores mandibulares

Leiomiomatosis hereditaria y cancer de celulas renales

Paraganglioma/feacromocitoma familiar
Sindrome de Birt Hogg Dube

Sindrome de PTEN tumores hamartomatosos
Sindrome de von Hippel Lindau

Translocacion constitucional del cromosoma 3

el sindrome de Birt-Hogg- Carcinomas urotelioles

Dubé29,30

Dentro de los tipos

histolégicos mas frecuentes (figura

J) corresponden a la variedad de I

células claras (80 a 90 %), los

Sindrome de Lynch

Cancer renol infantil

Predisposicion a tumores rabdoides
Sindrome de Beckwith Wiedemann
Sindrome de Denys Drash

Sindrome de Periman

Sindrome de Simpson Golabi Behmel
Sindrome de Sotos

Sindrome de WAGR

Tumor de Wilms

papilares (15 %), el croméfobo (4 Figura l. Sindromes asociados a Carcinoma Renal. 3°

a 5 %) y el de los conductos
) 6, 24,27,29,30,31

colectores de Bellini (1 %

CARCINOMA DE CELULAS CLARAS
CARCINOMA PAPILAR TIPO 1Y 2
CARCINOMA CROMOFOBO
CARCINOMA DE LOS CONDUCTOS COLECTORES DE BELLINI
CARCINOMA MEDULAR

CARCINOMA CON TRASLOCACION Xpt1

CARCINOMA ASOCIADO A NEUROBLASTOMA

CARCINOMA DE CELULAS FUSIFORMES Y TUBULAR MUCINOSO
CARCINOMA DE CELULAS RENALES NO CLASIFICABLE
ADENOMA PAPILAR

ONCOCITOMA

El origen del
carcinoma renal variedad
de células claras es a partir
de las células epiteliales
del tdbulo contorneado

proximal (figura K).*?

Nefrona proxtmal
Carcinoma renal de eclulas claras

Nefrona dista cortinal
Carcinoma de celulas cromolobas
{Oncocttoma)-Tumor bentgno

Nefrona distal medadar
Carcinoma de Bellint
Carcinoma medular renal

Figura J. Clasificacion del 2004 de la OMS de los tumores renales mostrandose
solamentelos derivados de las células renales. ?”

Figura K. Origen de los principales carcinomas
renales, la variedad de células claras representa




En la actualidad cerca de 50% de los casos se diagnostican de forma
incidental en los estudios de imagen segun los estudios europeos. Los sintomas
atribuibles al tumor son: hematuria, masa en flanco y dolor. Esta triada diagnostica se

puede presentar entre 6-10%.%*

En 30 % de los pacientes se presentan sindromes paraneoplasicos los cuales
se caracterizan por presentar caquexia, pérdida de peso, hiperpirexia, neuromiopatia,
hipertension, varicocele, edema, dolor 6seo, amiloidosis, VSG elevada, poliglobulia,
anemia, funcién hepatica anormal e hipercalcemia.*® #’

Con los datos obtenidos previamente se establecen los factores prondstico que se

dividen en: anatémicos, histolégicos, clinicos y moleculares (*%.

e Anatdémicos: tamafio de tumor, invasion vascular, invasion a la capsula renal,
afeccidn suprarrenal, metastasis a ganglios linfaticos y metastasis a distancia.

e Histoldgicos: tipo histolégico, grado de Fuhrman y patron sarcomatoide.

e Clinicos: indices de Karnofsky, anemia, elevacion de la DHL 1.5 veces el valor
normal, calcio sérico corregido >1 O mg/dl.

e Moleculares: presencia de anhidrasa carbonica IX, Receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial, factor de crecimiento endotelial, factor de
crecimiento derivados de plaquetas, factor inductor de hipoxia a, sin embargo,

no hay estandarizacion para la determinacion de estos factores.

Existen 2 sistemas de estadificacion del carcinoma renal, la clasificacion de
Robson y la clasificacion de la AJCC del 201 O, esta Ultima es la mas utilizada y con la
que estan mas familiarizados los urélogos y oncologos (Figura L)*. La supervivencia a
cinco afos segun la etapa clinica es de 96% para estadio 1,82% para el estadio 11,64%
para el estadio llly 1 O a 23% en el estadio IV (enfermedad metas asica o estadio

avanzado) (**, %
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™ Tumor primanio no evaluable.

T No hay indicios de tumor primanc.

T Tumor de didmatro maximo « 7 om hmitado al ribén,
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Figura L. Estadiaje del Carcinoma Renal segun la clasificacion de la AJCC del 2010, 34

El Tratamiento en enfermedad localizada en la etapa clinica | es la reseccién
conservadora mientras sea anatdbmicamente posible, de lo contrario se ofrecera
nefrectomia radical. En la etapa clinica 11 el tratamiento estandar continua siendo la

radical
2429

nefrectomia aungue en casos especiales puede realizarse cirugia

conservadora.

La suprarrenalectomia se indica cuando existen factores de riesgo como son
afeccion del polo superior, tumor mayor de 7 cm, trombo en la vena renal, sospecha
de invasioén clinicamente o por imagen. La linfadenectomia de rutina en pacientes sin
sospecha clinica o por imagen de afeccién ganglionar no ha demostrado mejoria en la

supervivencia por lo que se considera opcional y se
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recomienda realizar solo en el tejido perihiliar (con fines de estadificacion, se

recomiendan al menos ocho ganglios)®.

Recientemente se han publicado articulos acerca del uso de inhibidores del factor

de necrosis tumoral i3 el cual como sabemos es el activador mas potente de la

TEM.®.%



I.OBJETIVOS
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1. OBJETIVO PRINCIPAL

Conocer la expresibn de moléculas asociadas a células epiteliales,
especificamente Cadherina E, asi como también moléculas relacionadas con células
mesenquimales como la Actina de Musculo Liso y la Desmina en 2 regiones diferentes
de un mismo tumor renal, las region periférica y la region central o no periférica del

tumor renal variedad carcinoma de células claras.

Comparar la expresion de las 3 moléculas antes mencionadas en cada zona
tumoral y realizar un analisis estadistico para saber si los resultados muestran un

resultado con valor estadisticamente significativo.

1.1 OBJETIVO SECUNDARIO

Realizar tablas de frecuencia y moda con los de datos obtenidos de los casos

recopilados para el estudio.



V. JUSTIFICACION
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IV. JUSTIFICACION

Debido a que la TEM tiene un papel muy importante en la progresion del
cancer, principalmente en la invasion temprana y el desarrollo de metastasis a
distancia, actualmente esta bien documentado en modelos animales y en algunas
neoplasias de humanos, sin embargo ninguno demuestra el proceso de
- TEM en el carcinoma renal, por esto es indispensable estudiar a profundidad el

mecanismo de este proceso.

Al hacer un estudio experimental podremos observar y enlistar las moléculas
expresadas con mayor frecuencia en las células con morfologia de TEM para conocer
cuales son las proteinas que presentan mayor especificidad y sensibilidad del

proceso.

El estudio de la TEM nos brindara respuestas sobre la regulacion genética y
por consiguiente proteica durante la carcinogénesis teniendo como impacto clinico a
largo plazo la posible aparicion de nuevas terapias blanco oncolégicas que bloqueen

este proceso de TEM evitando asi la progresion tumoral y las metastasis.

29



V. HIPOTESIS
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V. HIPOTESIS

Existe una relacion inversa en la expresion de las moléculas involucradas en la
TEM donde las células cancerigenas localizadas en la zona central (no periférica) del
carcinoma renal expresan Cadherina E y no muestran expresion para Actina de

Musculo Liso (AML) y Desmina.

Por el contrario las células cancerigenas de la zona periférica del carcinoma
renal pierden la expresion de la Cadherina E y presentan expresion de Desmina y
AML.
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VI. HIPOTESIS NULA
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VI. HIPOTESIS NULA

No existe diferencia en la expresion de las moléculas asociadas a la TEM en

las zonas periférica y central (no periférica) del carcinoma renal.

Las células cancerigenas de la zona periférica muestran expresion de

Cadherina E y no expresan Desmina ni AML.

Las células cancerigenas de la zona central (no periférica) no presentan

expresion de Cadherina E y expresan AML y Desmina.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
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VIl.I MATERIALES

Realizamos un estudio retrospectivo, observacional, descriptivo y comparativo.
Trabajamos con una muestra por accidente la cual tiene 50 casos de pacientes con
diagnostico de carcinoma renal variedad células claras, esta muestra fue
seleccionada de la base de datos del Servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia
del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez" en el periodo comprendido
entre 1995 al 2012.

Posteriormente, junto con el director de tesis y la codirectora volvimos a revisar
los casos y seleccionamos las areas del tumor mas representativas, de cada caso
seleccionamos dos laminillas con sus respectivos bloques de parafina, un bloque
contenia el tejido del tumor del &rea central (no periférica) y otro contenia el tejido
tumoral que se encontraba adyacente al tejido renal no neoplasico. Para lo anterior
nos guiamos con la relacion de cortes del reporte anatomopatoldgico almacenado en

el sistema computacional del servicio de Anatomia Patoldgica.

Definimos como zona periférica tumoral a cualquier regién de la neoplasia
gue este inmediatamente adyacente al tejido renal residual no neoplasico; a diferencia
la zona no periférica o central tumoral, corresponde a la region del tumor que no

tiene relacion con tejido renal residual no neoplasico (Figura M)

VII.II CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Inclusion:
e Pacientes adulto con diagndstico de carcinoma de células claras de rifién
diagnosticado en nefrectomias.
e Contar con las laminillas y bloques de parafina, estos ultimos en condiciones

Optimas para poder realizar tinciones especiales.
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e Tumores con muestreo adecuado de ambas zonas y con 60% de células
viables.
Exclusion:
e Pacientes pediatricos
e Tumor con extensas zonas de necrosis.

¢ Bloques en mal estado o material no disponible (Figura N).

Figura N. Blogues de Parafina en mal
estado

VILIII METODOLOGIA

Para cada caso se tomamos
dos sacabocados de cada zona, uno

correspondiente a la zona periférica y

otra de la zona no periférica del tumor
Figura M. Zonas Tumorales. 1: Zona Periférica. 2. Zona Central (No Periférica)

de acuerdo a lo
anteriormente definido y se

procedi6 a construir las matrices de tejido (Figura O).

El tejido obtenido se incluydo en blogues de parafina
identificando en un mapa cada caso y a qué zona del tumor

corresponde cada matriz.

Todo el tejido utilizado en el estudio fue procesado en

el Hospital Universitario de la UANL con

Figura O. Micromatrices de
tejido creadas.
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los estandares ya preestablecidos por el laboratorio del Servicio de Anatomia

Patologica y Citopatologia:

* Fijacion de las Piezas: tras la nefrectomia, se realizan cortes longitudinales al
rinidn tomando como referencia el hilio renal, posteriormente se fija por inmersién
en formol neutro tamponado al 1 O %, durante minimo 6 horas. ElI Formol
tamponado esta compuesto por fosfato monosdédico, monohidrato (4.00 g), Fosfato
disddico, anhidro (6.50 g), Agua destilada (900.00 mi) y 100 ml de formol (CH20
40%).

* Métodos de corte con micrétomo y tincion histoldgica: las piezas fueron
seccionadas en cortes verticales de 3 mm de espesor, que incluyeron toda la pieza.
A continuacién se procedi6 a la inclusién en parafina con un procesador de tejidos
marca Leica®, que realiza la deshidratacion de las secciones fijjadas, mediante
pases consecutivos en alcohol de concentraciones crecientes (70%, 96% y alcohol
absoluto) y aclarado posterior en xilol (dimetilbenceno) dando dos pases de una
hora cada uno. Finalmente se pas6 a parafina liquida (punto de fusion 60° C)
durante dos horas. Una vez realizados los bloques de parafina, se obtuvieron
cortes seriados de 5 um de espesor, mediante un microtomo de la marca Lecia®.
Las secciones se desparafinizarén en xilol, se hidrataron en alcoholes de
concentraciones decrecientes y se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H&E),
siguiendo los métodos histolégicos habituales. Las preparaciones de H&E recién
tefiidas se aclararon en agua destilada. Como método de montaje para todas las

técnicas histoldgicas se utilizo la resina sintética Entellan Merck®.

* Método inmunohistoquimico: se utilizé el método inmunohistoquimico de
Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa para evaluar la expresion de las moléculas de
manera cuantitativa y cualitativa. En la Técnica EstreptavidinaBiotina-Peroxidasa

(EBP) se obtienen cortes de 5 um de grosor del material



incluido en parafina y se colocan en portaobjetos tratados previamente con L-
polilisina (Sigma, St Louis) durante 24 horas con el fin de adherir mejor el corte al
portaobjetos. Las secciones se procesan con el método de
Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (Complejo EBP), siguiendo el método general
inmunohistoquimico, descrito por Hsu et al., con las modificaciones habituales de
nuestro laboratorio, que se especifican a continuacion: se realiza la
desparafinacion completa de las secciones, seguido de la hidratacién en alcoholes
decrecientes hasta el agua destilada. A continuacion se procede a la inhibicion de
la peroxidasa enddgena de los tejidos mediante perdxido de hidrogeno al 3% a
temperatura ambiente durante diez minutos. Los cortes se lavan en buffer fosfato
(PBS) a temperatura ambiente, pH 7,4, durante 5 minutos. Se procede al
desenmascaramiento del epitopo mediante tratamiento por calor; para ello, las
preparaciones se introducen en buffer citrato a pH 7,6 y se realiza el tratamiento
con microondas en dos pases de 2,5 minutos, procurando que las preparaciones

no lleguen a hervir, y enfriando las mismas entre cada uno de los pases.

» Posteriormente, las preparaciones se dejan reposar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion se realiza una lavado rapido, dos minutos,
en H20 destilada para retirar el sobrenadante de buffer citrato. Lavamos las
preparaciones en dos pases de 5 minutos en buffer PBS, pH 7,4. Seguidamente
realizamos el bloqueo de las inmunoglobulinas inespecificas de los tejidos con
suero bovino normal durante 20 minutos a temperatura ambiente. Extraemos el
sobrenadante del suero bovino, sin lavar nunca entre este paso y el siguiente. A
continuacion afladimos el anticuerpo primario anti-PCPH, diluido a 1 :2000, en una
solucion de PBS+ BSA al 1 %. El anticuerpo primario se incuba durante toda la
noche a 4 ° C en cdmara himeda. Las secciones se lavan en tres pases de PBS,
de 5 minutos cada uno, a temperatura ambiente. Se afiade a las secciones, el
complejo biotinilado anti-conejo, con una dilucion 1 :200, durante 20 minutos a

temperatura ambiente. A continuacion se lavan las preparaciones en tres
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TABLA 1. Especificaciones de los anticuerpos utilizados.
sintética DePex. Se utiliza a es positivos para los diferentes anticuerpos a estudiar y

se tomaran secciones de piel normal como grupo de contro de este estudio. Las

especificaciones de los estandares utilizados en nuestro laboratorio de muestran

en la tabla 1.

V. VALORACION DE LA EXPRESION DE LOS

De manera normal, la expresion de la cadherina E es membranosa en las células

epiteliales y negativa en las células mesenquimales, la actina y la desmina son

espresadas de manera normal en las células mesenquimales en el citoplasmay en

forma de filamentos intermedios.



Dado que nuestros casos son carcinomas esperamos encontrar una

positividad para cadherina E y una negatividad para AML y Desmina.

» Cadherina E:

o Normal: expresibn membranosa en célululas carcinomatosas

o Negativa: ausencia de tincion

o Positiva Difusa: mas del 50 % de las células neoplasicas con patrén
membranoso.

o Positiva Focal: menos del 50 % de las células neoplasicas con patrén

membranoso.

* Desmina y AML:
o Normal: negativa en las células carcinomatosas y positiva en las
células de la media de los vasos sanguineos
o Negativa: ausencia de tincion en las células neoplasicas o en menos
del 1 %
o Positiva Focal: al menos del 2 al 5 % de las células neoplasicas con
tincion de patron citoplasmico.

o Positivo Difuso: més del 6 % de las células neoplasicas.

Para realizar la valoracion de la intensidad de la tincion se utilizé un sistema de

cruces en donde 1 cruz(+) es débil y 2 cruces (++) es intenso.



VIII.LRESULTADOS
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Frecuencia

VIIl. RESULTADOS

En un periodo de 17 afos (1995 al 2012) se encontraron 325 casos de pacientes
con diagnostico de Carcinoma Renal. Tomando en cuenta los criterios de inclusion y
exclusion previamente establecidos se realizO una "muestra por accidente"

seleccionandose aleatoriamente 50 casos.

Genero

|

Obtuvimos 17 casos de pacientes

] femeninos y 33 de pacientes masculinos.

T
Femenino Masculno

Grafica 1. Genero

Rangos de Edad

4 =

Los rangos
de edad obtenidos 2l =
se muestran en la
grafica 2. El

paciente menor

Frecuencia

presento 30 arios,

el mayor fue de 85

afios y la media

fue de 58 anos.
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Grafica 2. Rango de Edades
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Rinén afectado
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El rindbn derecho se

encontraba afectado en 26
casos y el izquierdo en 24

Casos.
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Grafica 3. Rinon afectado

Tamano tumoral (agrupado)
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grupos de pacientes por

&
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tamano tumoral se muestran

en la grafica 4. 1o
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Grafica 4. Tamano Tumoral

El tumor se localizé en 26 casos en el polo superior, 15 en la porcién mediay 8
en el polo inferior. El grado nuclear de Fuhrman esta representado en la grafica 5, se
distribuy6 de la siguiente manera: 3 casos (6 %) fueron G1, 20 casos (40 %) fueron
G2, 22 casos (44 %) fueron G3 y 5 casos (10 %) eran G4, de estos ultimos 5 casos en

4 de ellos se observo patron sarcomatoide (80 %).
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Porcentaje

Grado nuclear de Fuhrman (agrupado)
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20

I T T T
1 2 3 4

Grafica 5. Grado Nuclear de Fuhrman

La invasién a estructuras locales se representa en la grafica 6, en 9
casos no se presento extension local y en 41 casos se observo extension local
a la capsula (39 casos), al seno renal (17 casos), al sistema pielocalicial (5
casos), a tejidos blandos perirrenales (5 casos) y 13 casos con invasion
angiolinfatica. Ademas, el borde de reseccion quirdrgico (grafica 7)se
encontraba positivo para células neoplasicas en 5 casos (1 en la arteria renal, 1

en el ureteroy 5 en la vena renal).

Extension local Bordes quirdrgicos
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Porcentaje
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Grafica 6. Extension Local Grafica 7. Estado de los Bordes de Reseccién
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Porcentaje

Porcentaje

En 39 pacientes no fue realizada la cirugia estadificadora con reseccion de

ganglios linfaticos, de los 11 pacientes a quienes se les realizo linfadenectomia, solo 1

paciente presentd metastasis ganglionar y los 1 O pacientes restantes no presentaron

metéstasis al menos en los ganglios linfaticos examinados (grafica 8)

Ganglios Linfaticos

40

Ee——egeeeus ol

T T T
No resecados Negativos Positivos

Grafica 8. Ganglio Linfaticos

En 43 pacientes no se obtuvieron datos sobre las metastasis o fueron los

ganglios linfaticos resecados fueron negativos, sin embargo en 7 se encontré

metastasis (grafica 9), 1 paciente como ya se menciono presento a ganglios

linfaticos, 5 paciente a la glandula suprarrenal ipsilateral, 1 paciente presento un

trombo en la vena renal.

Metastasis
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Grafica 9. Metastasis

Extraganglionares
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Frecuencia

Los marcadores de inmunohistoquimica de los casos de la zona periférica tumoral

resultaron de la siguiente manera:

e Cadherina E: 41 casos negativos (Figura P) y 9 positivos (Figura Q) (grafica 1
0)

e Desmina: 20 casos positivos (Figura R) y 30 casos negativos (Figura S)
(grafica 11)

e AML: 31 casos positivos (Figura T) y 19 casos negativos (Figura U) (grafica 12)

Expresién de Cadherina-E en la zona periférica del tumor Expresion de Desmina en la zona periférica del tumor

e 3]
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Expresion de Cadherina-E en la zona periférica del t S reioe
e ona il . s .
APOERION S SR s et Expresion de Desmina en la zona periférica del tumor

Grafica 10. Cadherina E en Grafica 11. Desmina en la
la zona periférica tumoral la zona periférica tumoral

Expresion de Actina en la zona periférica del tumor

Frecuencla

T
= quxw Potteo

Expresion de Actina en la zona periférica del tumor

Grafica 11. Actina de Musculo Liso

en la zona periférica tumoral
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Figura U. AML negativa en la Zona Periférica Tumoral. Se observan

granulos de hemosiderina en algunas células neoplasicas ademas de
celulas musculares de la media de los vasos sanauineos.
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Los marcadores de inmunohistoquimica de los casos de la zona central (no

periférica) tumoral resultaron de la siguiente manera:

e Cadherina E: 26 casos negativos (Figura V) y 24 positivos (Figura W)
(grafica 13)

e Desmina: 20 casos positivos (Figura X) y 30 casos negativos (Figura Y)
(grafica 14)

e AML: 31 casos positivos (Figura Z) y 19 casos negativos (Figuras A')
(grafica 15)
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Figura Z. AML positiva en la Zona No Periférica Tumoral Figura U. AML negativa en la Zona No Periférica Tumoral. Se observa
biotina endégena depositada en algunas células.
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IX. ANALISIS ESTADISTICO

Nuestra muestra fue obtenida por accidente, realizamos un estudio
retrospectivo, observacional y descriptivo. Se tabularon todos los datos en el
programa estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 19.
Utilizamos la prueba de X2 para realizar las comparaciones entre la expresion de los
marcadores de inmunohistoquimica en las zonas periféricas tumorales y no

periféricas.

Los resultados de las pruebas estadisticas mostraron al comparar la
expresion de cada marcador en cada zona tumoral los siguientes datos:

e Cadherina E: p de 0.00036501 (grafica 16)
e Desmina: p de 0.01534308 (grafica 17)

e Actina: p de 0.00507487 (grafica 18)
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Conforme a lo reportado por Gravdal et al, la perdida de la expresion de la
cadherina E fue menor en la periferia del tumor, sin embargo nuestro analisis
estadistico cuando intentamos comparar la expresion de estos marcadores contra
el tamafio tumoral y el grado nuclear no tuvo un valor que fuera estadisticamente

significativo.

%.37 pudimos observar que las

Kropp y Powell y sus respectivos colaboradores,
células que presentan perdida de la polaridad de celular adquieren la expresion de
marcadores como la AML y Desmina, ellos mencionan ademas que esto ocasiona

gue alla contractibilidad de las células y presenten motilidad.

Lee et al menciona que la deteccion in vivo de la TEM en la progresién del cancer
en los organismos adultos en los ultimos afios tomara gran importancia con la
finalidad de realizar multiples bloqueadores de vias celulares con el fin de revertir o

evitar este proceso.

El estudio de la TEM nos brindara respuestas sobre la regulacion genética y
por consiguiente proteica durante la carcinogénesis teniendo como impacto clinico a
largo plazo la posible aparicion de nuevas terapias blanco oncolégicas que bloqueen

este proceso de TEM evitando asi la progresion tumoral y las metastasis.
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