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Il. Resumen

Introduccion. El carcinoma de células renales (CCR) ocupa el décimo y 13° lugar
en incidencia en hombres y mujeres, respectivamente, a nivel mundial (Global
Céancer Observatory). El incremento de hasta un 4% en los ultimos afios, mantiene
una tasa de mortalidad con mas de un tercio de los pacientes con CCR en estadio
avanzado. Dentro de los 5 subtipos histolégicos de CCR, el carcinoma renal de
células claras (ccRCC) representa el 75-80% de todos los casos. Casi todos los
casos familiares del ccRCC (5-10%) provienen de una delecion e inactivacion
heredada en el gen supresor de tumores Von Hippel-Lindau (VHL). Dado este
enlace estrecho a la tumorigénesis del cancer renal y la presencia o ausencia de
una mutacion de VHL se ha propuesto como un marcador predictivo y de mal
prondstico para el ccRCC. Aunado al valor diagndstico y prondstico de VHL, se han
reportado diferentes moléculas que demuestran tener significancia como
biomarcadores en CCR. A pesar de los recientes reportes sobre el descubrimiento
de nuevos marcadores y terapias antitumorales, los pacientes con CCR pueden
sufrir diferentes comorbilidades. Entre ellas, una de las mas frecuentes es la
enfermedad renal cronica (ERC), la cual alcanza un 20-30% de incidencia. En la
actualidad, se reporta que mas de la mitad de los pacientes oncolégicos presentan
una funcién renal disminuida. Clinicamente, esta enfermedad es producto del
deterioro progresivo e irreversible de la funcién renal con presencia de fibrosis. De
acuerdo con las pautas internacionales, los métodos de diagnéstico clinico de ERC
se basan en los niveles de creatinina, albimina y la tasa de filtracion glomerular
estimada (TFGe). Desafortunadamente, estos parametros apenas se ven afectados
en las primeras etapas. Incluso, estos niveles se pueden ver alterados en los
pacientes oncoldgicos enmascarando la presencia de la ERC. Por esto, existe la
necesidad de determinar nuevos marcadores diagndéstico y prondéstico de la ERC
mas sensibles y asi, mejorar la calidad de vida del paciente oncolégico. Objetivo.
Determinar e identificar un panel de biomarcadores de la ERC y de CCR asociados
a la relacion bidireccional entre enfermedad renal crénica y céncer renal.
Metodologia. Mediante una cohorte retrospectiva de pacientes diagnosticados con
CCR en el Instituto Nacional de Cancerologia durante el periodo 2017-2019, se
obtuvieron muestras de tejido tumoral y tejido adyacente validados
histopatol6gicamente. Un panel de biomarcadores validados y propuestos de ERC
y CCR seran determinados mediante inmunoensayos tipo IHC, Western Blot y gRT-
PCR. EIl anadlisis entre la cantidad y presencia de cada panel de biomarcadores
durante el seguimiento del paciente con CCR permitird identificar una posible
asociacion bidireccional entre ERC y CCR. Resultados. Como un primer
acercamiento para entender la relacion de la fibrosis con la ERC, se evalu6 el grado
de fibrosis en ambos tipos de tejidos. En este ensayo se encontré un mayor grado
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de fibrosis en el tejido adyacente al tumor (TN) en comparacion con el tejido tumoral
(TC). Ademas, el mayor grado de fibrosis en TN se asocié a un mayor riesgo de
desarrollar ERC. Por otro lado, el tejido tumoral presenté un menor grado de fibrosis
en el tamafo tumoral T3 y la progresion. En cuanto a los marcadores tumorales, la
proteina PAX8 mostré un aumento en la expresion proteica conforme el tamafio
tumoral; encontrandose esta misma tendencia en el Grado Fuhrman. La expresion
proteica de la proteina VHL permitié diferenciar TC de TN, ya que se observo una
menor expresion en TC. Esta misma tendencia se observé en la presencia de
metastasis en los pacientes con CCR. La proteina HSF1 mostr6é una tendencia a
aumentar en TC, ademas se encontr6 aumentada en un mayor Grado Fuhrman. La
expresion proteica de su gen blanco, Hsp90; mostro diferentes asociaciones segun
la isoforma evaluada. Por su parte, la isoforma Hsp90B mostré una disminucién en
el grupo de metéstasis; sugiriendo ser una molécula supresora del cancer. La otra
isoforma mas abundante, Hsp90a mostré una baja expresion en TC. Sin embargo,
el gen de esta proteina, HSP90AAL, se encontro sobreexpresada en TC, sugiriendo
gue ambas biomoléculas pueden participar de manera diferente en la biologia del
cancer. Ambas isoformas de Hsp90 mostraron un papel importante en el desarrollo
y progresion del cancer. Los marcadores de ERC evaluados mostraron ser de
interés, ya que Hsp72 mostré un cambio de localizacion en TN en comparacion con
TC, donde solo se encontrd en nudcleo, resultando en una mayor expresion en TN.
La proteina KIM-1, una de las mas evaluadas en la ERC, mostr6 una tendencia a
aumentar en los pacientes con una TFGe <90mL/min. Finalmente, la proteina TGF-
B, implicada en la formacion de fibrosis, se encontré aumentada en el grupo de los
pacientes con menor TFGe. Sugiriendo que estas moléculas, la fibrosis y la TFGe,
pueden ser importantes para el diagnostico y prondstico de la ERC. Los resultados
sugieren que estas moléculas pueden conformar un panel de marcadores
importantes para la la evaluacion y préxima validacién en la clinica mediante
biopsias liquidas para estudiar tanto la ERC, como la CCR y su posible relacién
bidireccional.



[ll. Abstract

Introduction. Renal Cell Carcinoma (RCC) stands for the 10" and 13" incidence
place in men and women, respectively (Global Cancer Observatory). RCC has the
highest mortality rate amongst genitourinary cancers. Between the 5 histological
subtypes, Clear Cell Renal Cell Carcinoma (ccRCC) is the most common subtype
with 75-80% of the total cases. Almost all the familiar cases of ccRCC comes from
a loss of heterozygosity in the Von Hippel Lindau (VHL) disease gene. Moreover,
nearly all the spontaneous cases of ccRCC have a mutation of this gene in early
phases. Due to this link between the CCR tumorigenesis and the VHL inactivating
mutation, the protein (pVHL) has become a biomarker for prognosis of the ccRCC.
Other molecules have been reported as biomarkers for CCR; those, among others,
are the VHL target HIF-1a, and his target gene VEGF. These molecules have a
prognosis, diagnostic and therapeutic value in the treatment of CCR. Some
interesting emerging molecules as biomarkers are the Hsp90 family, which
participate in the proper folding and functioning of many “client” proteins including
VHL, HIF-1a and VEGF. These proteins have a role in many diseases. Hsp90 has
even been called “the cancer chaperone”. The CCR’s first line treatment is the
nephrectomy. Although many patients don’t recur within 18 months after the
nephrectomy, many patients develop Chronic Kidney Disease (CKD) if not already
suffer at the moment of the surgery. This disease is a common comorbidity in
oncological patients, representing 20-30% of the cases. CKD is a progressive
deterioration of the functional nephrons, and fibrosis is an underlying event in the
disease. The diagnostic method of the CKD includes the serum creatinine and
albumin and the estimated Glomerular Filtration Rate (eGFR). Unfortunately, these
parameters only change in the last phases of the disease. Although the relationship
between CCR and CKD seems to be incidental, other explanations are considered.
The strongest relation appears between the decrease of the eGFR and the ccRCC.
This finding widens the possible mechanisms to study the biological fundaments of
the CCR and CKD relationship (Onconefrology). Therefore, it is necessary to identify
and determine a biomarker panel for both CCR and CKD associated to the



relationship between these diseases. Methods. With paraffine embedded tissues
we determine the suggested biomarkers through IHQ and WB and analyze the
association between relative expression and clinical variables of interest. Results.
As afirst approach to understand the relation between fibrosis and CKD we analyzed
the fibrosis percentage in both tissues: normal tissue (TN) and tumoral tissue (TC).
We found an augmented fibrosis in TN when compared to TC. Moreover, this
augmented fibrosis was associated to a greater risk to suffer and develop CKD. On
the other hand, TC showed a low percentage of fibrosis when assayed the tumoral
size (according to TNM classification) T3 and the cancer progression. These findings
suggest that fibrosis is a preventive event that stops the tumor development.
Referring to the molecules analyzed, PAX8 showed an increased expression level
as the tumor size increase. The same tendency was observed in the Fuhrman Grade
variable; suggesting that an increased level of PAX8 is associated to an advanced
grade of disease. pVHL can distinguish TC from TN with a lower expression in TC.
This low expression was observed in the patients with metastasis at diagnosis. HSF1
protein showed an increased level in TC, but there wasn’t a significative difference
when compared to TN because this tissue is altered due to the nearby to TC and
tissue fibrosis. HSF1 also was increased in a higher Fuhrman grade suggesting
these levels are associated to a poor prognosis. It has been reported that his main
target gene Hsp90 has many implications for cancer and these activities depends
on the isoform evaluated. In this study, Hsp90B showed a low expression level on
the patients with metastasis, suggesting this Hsp90 isoform could be a suppressor
of cancer due to his role in the adaptation to response to cellular stress. These
molecules showed an important role in the prognosis and cancer progression;
therefore, we encourage the evaluation and validation of these molecules in the clinic

through a less invasive technique as liquid biopsies.



IV. Introduccidn

Cancer Renal

El Carcinoma Renal (CR) es un tipo de cancer originado del epitelio tubular renal,
gue genera >90% de los tipos de cancer en el rifion.! Este es el tipo de cancer
nuamero 10 de incidencia en hombres a nivel mundial (Cancer Today), aunque esta
incidencia ha incrementado en los ultimos afios, creciendo 2-4% cada afio. La
incidencia en hombres es aproximadamente dos veces mayor a la de las mujeres
(2:1).2 El carcinoma renal es el tercer tipo de cancer genitourinario mas comdn en
Estados Unidos y presenta una tasa de mortalidad alta con mas de un tercio de los
pacientes que padecen la enfermedad pueden fallecer por el cancer renal.® Todas

estas implicaciones hacen al cancer renal un grave problema de salud publica.

La alta tasa de mortalidad se presenta debido a que mas del 50% de los casos de
CR se detectan de manera incidental, donde los pacientes refieren dolor en el
costado, hematuria y una masa abdominal palpable menos frecuente que en el
pasado. La sospecha de CR debe sugerir examenes de laboratorio de creatinina
sérica, hemoglobina, conteo de Ileucocitos y plaguetas, relacion de
linfocitos/neutrofilos, lactato deshidrogenasa, proteina C-reactiva y calcio sérico.
Algunas de estas pruebas pueden predecir la sobrevivencia y son usados para
evaluar el riesgo dentro de los diferentes sistemas de puntuaciéon prondéstica.* Sin
embargo, en la actualidad para el diagnostico del cancer renal se realizan técnicas
de imagen como la resonancia magnética, exdmenes de sangre y principalemente,
se utiliza una biopsia del tejido dafiado para confirmar el diagndstico del cancer

renal.



Diversos estudios han mostrado que el carcinoma de células renales se genera a
partir de células especializadas distribuidas por toda la nefrona. Existen diferentes
subtipos histologicos de los cuales el carcinoma renal de células claras (ccRCC)
representa el 75-80% de los casos, el cual surge de las células epiteliales del tubulo

proximal.?

El carcinoma renal de células claras puede ser esporadico (96%) o familiar (4%). La
mayoria de los casos familiares del ccRCC provienen de una delecion heredada en
el gen supresor de tumores Von Hippel-Lindau (VHL) en el cromosoma 3p.° Esta
delecion e inactivacion del gen supresor VHL es, también, la alteracion genética
mas comun en el ccRC esporadico.® Los estudios que demuestran que la
inactivacion de VHL es comun en el ccRCC esporéadico y que el Unico loci donde se
ha detectado una delecion cromosémica en el cancer renal es en el 3p, sugieren
gue la alteracién de VHL puede ser el evento iniciador en la mayoria de los casos

esporadicos de ccRCC.?

La proteina VHL funciona como parte de una ubiquitin ligasa E3, la cual ubiquitina
a la familia de proteinas de HIF y las marca para la degradacion por el proteasoma.’
En ausencia de pVHL funcional, HIF se puede acumular y translocar al nacleo donde
actla como factor de transcripcion para genes de respuesta a hipoxia que pueden
relacionarse con el crecimiento y proliferacion celular.® Por lo tanto, esta pérdida
funcional de pVHL se ha asociado como un evento importante en el crecimiento y
desarrollo del ccRCC.%° Dado este enlace estrecho a la tumorigénesis del cancer
renal, la presencia o ausencia de una mutacion de VHL se ha propuesto como un

marcador predictivo o prondstico para esta enfermedad.!!



Factores de riesqo para desarrollar cancer renal

La causa exacta del cancer renal no se conoce, pero el tabaquismo es considerado
un factor de riesgo causal de la enfermedad por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), aunque el riesgo asociado
al tabaquismo es relativamente modesto.*> Comparado a los no fumadores, el
riesgo aumenta cerca de 50% en hombres y 20% en mujeres fumadoras.® Se
piensa que el tabaquismo incrementa el riesgo de padecer CR através de la hipoxia
crénica al tejido debido a la exposicién al monoéxido de carbono.** Algunos otros
factores de riesgo que se han asociado incluyen la obesidad, ya que se ha estimado

gue aporta cerca del 40% del CR en Estados Unidos y cerca del 30% en Europa.®®

Ciertos tipos de tumores renales y tratamientos del cancer han mostrado causar
hipertensién. Existe suficiente evidencia para demostrar que la hipertension
predispone al desarrollo del cancer renal.!®*!’ El uso de diuréticos y otros
medicamentos anti-hipertensivos se ha asociado con un riesgo elevado de CR, pero
un efecto independiente de la hipertensiéon por si misma no se ha establecido.!® Otro
factor predisponente del CR es la diabetes mellitus, la cual se ha ligado en varios
estudios de cohortes de pacientes, pero su papel independiente de la obesidad y la
hipertensién no se ha demostrado de manera concluyente.!2181% Ademas, se ha
reportado que los pacientes con una enfermedad renal de etapa terminal tienen un
riesgo incrementado de padecer CR mientras reciben sesiones de hemodialisis por

un largo tiempo, o bien, después de un trasplante renal.?°



Algunos datos han asociado la actividad fisica al riesgo de padecer CR, varios
estudios que han examinado este problema reportaron una asociacion inversa.?! La
actividad fisica ha mostrado reducir la masa corporal y la presién sanguinea,
aumenta la sensibilidad a la insulina y reduce la inflamacion crénica y el estrés
oxidativo, cambios que pueden contribuir a reducir el riesgo de CR.?? En estudios
de cohortes se ha observado que las dietas ricas en frutas y vegetales estan
inversamente relacionadas al riesgo de CR en estudios con cohortes, pero las
asociaciones con los nutrientes antioxidantes en estos alimentos, como la vitamina

A, Cy Ey los carotenoides, estan mezcladas.?

Finalmente, del 2 al 4% del CR hereditario proviene de una delecion en el gen de
VHL que provoca la enfermedad de Von Hippel-Lindau, la cual se caracteriza por la
aparicion de tumores en diferentes O6rganos del cuerpo, tales como los

hemangioblastomas, feocromocitomas y el cancer renal de células claras.'%?*

Biomarcadores de Cancer Renal

Un reto particular en el tratamiento del CR es la heterogeneidad de la enfermedad,
ya que una masarenal puede ir de benigna y clinicamente irrelevante hasta agresivo
con un alto potencial de metastasis.?® Para los urélogos, radiélogos y oncélogos es
de importancia clinica categorizar y tratar adecuadamente el tumor renal. Por lo
tanto, se requiere diagnosticar de manera oportuna al paciente oncoldgico y los
biomarcadores ofrecen una oportunidad Unica de mejorar el cuidado de los

pacientes con cancer renal.?



A grandes rasgos, los biomarcadores son definidos como caracteristicas objetivas,
cuantificables de procesos bioldgicos que miden un estado fisioldgico y pueden ser
usados como puntos finales para predecir desenlaces.?® Los biomarcadores se
pueden clasificar basandose en sus parametros, incluyendo biomarcadores
diagnoésticos. Desde hace algunos afios, existe un arreglo de biomarcadores
utilizados en la clinica que puede ayudar a individualizar el cuidado de los pacientes

con cancer renal.?’

Marcadores de imagen

Uno de los principales objetivos de estos biomarcadores es reflejar de manera no
invasiva la histologia del tejido renal, mientras se evita el sobretratamiento de
subtipos de tumores clinicamente irrelevantes y masas renales benignas.?® Las
técnicas de imagen de tomografia de emision de positrones (PET), que usan varios
rastreadores han sido estudiados como biomarcadores prondsticos y predictivos de
CR.?® Uno de los biomarcadores de imagen recientemente explorado es la
anhidrasa carbodnica, una proteina que esta sobreexpresada en vias mutadas de
VHL como el ccRCC pero con baja expresion en la parénquima renal normal y no-
ccRCC.* Se utiliza un anticuerpo marcado radiactivamente como un rastreador de

imagen.
Biomarcadores séricos y urinarios
Las citocinas y factores angiogénicos representan un area importante de

investigacion con el potencial de identificar biomarcadores faciles de obtener y

clinicamente relevantes. Los biomarcadores urinarios y las biopsias liquidas con



DNA circulante del tumor (ctDNA) son areas de investigacion constante.?’ El factor
de crecimiento endotelial (VEGF, por sus siglas eninglés) juega un papel importante
en la angiogénesis del CR, ademas de ser un blanco de la mayoria de los farmacos
aprobados por la FDA para el uso en CR metastasico.?’ Se ha investigado el uso
de los niveles séricos basales de VEGF como un biomarcador prondstico para la

respuesta al tratamiento basado en inmunoterapia y quimioterapia contra VEGF. %31~

33

Otros marcadores que se probaron en el estudio de seguimiento usando la misma
poblacién de pacientes encontré que altos niveles basales plasmaticos de CA-IX
(anhidrasa carbonica I1X), TIMP-1 (inhibidor tisular de metaloproteinasas) y Ras p21
resultaron prondsticos para una sobrevivencia reducida en pacientes con CR

metastasico.3*

La Interleucina 6 (IL-6) es otro biomarcador prometedor, ya que existe evidencia
gue es secretado por células de CR cuando son expuestas a hipoxia.*® En estudios
de fase Il y lll del farmaco pazopanib se encontr6 que los niveles séricos bajos del
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), IL-6 e IL-8 correlacionaron con mayor
encogimiento del tumor con la terapia de pazopanib. Adicionalmente, IL-6 bajay alta
E-selectina fueron asociadas con una sobrevivencia libre de progresion prolongada

(PFS por sus siglas en inglés).3¢

Algunos marcadores urinarios que han mostrado resultados prometedores son las
proteinas acuaporina 1 (AQP-1) y perilipina-2 (PLIN2), encontrando en un estudio
gue estas proteinas presentaban mayores niveles en pacientes con cancer renal
papilar en comparacién con pacientes sanos.®’ Otros biomarcadores urinarios
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novedosos es el puntaje de glicosaminoglicanos (GAG), ya que los GAG estan

sobreregulados transcripcionalmente en el CR metastasico. 8

Biomarcadores en biopsias liquidas

El ctDNA obtenido de sangre periférica recientemente ha emergido como otro
biomarcador prometedor. Establecer el perfil genético del tumor a través del
muestreo del tejido es limitado por el sesgo del muestreo, la dificultad para obtenerlo
y el riesgo al paciente. Por el contrario, el muestreo de ctDNA es ventajoso porque
no es invasivo y permite varias medidas para el monitoreo de la gendmica del tumor
o la respuesta al tratamiento.® En un andlisis de secuenciacion de genes blanco en
cuatro muestras de tumor de pacientes con CR metastasico localmente avanzado
se encontré una mutacién genética relacionada con el CR (genes de la proteina de
union a clorofila, CHL; proteina asociada a BRCAL, BAP1; proteina polibromo 1,
PBRM1 o proteina neurofiboromina, NF) en cada tumor. Posteriormente, en un
procedimiento realizado previo a la nefrectomiase encontré una mutacion (VHL) de
las cuatro detectadas previamente. De manera importante, los niveles de ctDNA

disminuyeron a un nivel indetectable después de la nefrectomia.®®

Biomarcadores tisulares

De manera histologica, la clasificacion de los tumores renales se basa en las
caracteristicas morfologicas, inmunohistoquimicas y cromosomales. Mientras que
la mayoria de los tumores renales pueden ser subtipificados solo por la morfologia,
las tinciones inmunohistoquimicas (IHQ) pueden proveer informacion diagndstica

adicional.® El parénguima renal normal y la mayoria de las neoplasias renales
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expresan los factores de transcripcion PAX8 y PAX2. Por lo tanto, estas moléculas
son marcadores Utiles para ayudar en la identificacion de lesiones metastasicas.
PAX2 es menos sensible qgue PAX8, aunque es mas especifico. Ambos pueden ser
negativos en tumores de alto grado y son negativos en angiomiolipoma.“® Algunos
de los tipos més comunes de CR son positivos para vimentina, una tincion que es
mas conocida como marcador mesenquimal. A pesar de no ser lesiones
mesenquimales, el ccRCC y el pRCC (carcinoma renal papilar) son de los pocos
carcinomas que expresan citoqueratinas y vimentina.*®-*2 Otros marcadores
inmunohistoquimicos que pueden ser utiles en el diagnostico diferencial de los
tumores renales incluye CA-IX, la cual es una proteina transmembranal que puede
identificar el ccRCC cuando la morfologia no es obvia. Es positiva en ccRCC y

generalmente negativa en todos los otros tipos de CR.#?

La familia de proteinas de HIF esta sobreregulada cuando la funcion de VHL se ha
perdido o es anormal, tal como en el ccRCC. En un estudio en tumores primarios
se encontré que la expresion aumentada de HIF-1a se asocio con la diferenciacion
a ccRCC y sarcomatoide. Ademas, las moléculas inducibles por HIF: CA-1X, GLUT-
1y VEGF se encontraban incrementadas en el CR sarcomatoide.**#* De manera
similar, en otro estudio con tumores de ccRCC a través de la técnica de Western
Blot, los niveles de expresion de HIF-1a correlacionaron con una variedad de
variables clinicas y patolégicas. El andlisis de sobrevivencia demostré una
asociacion significativa entre una alta expresion de HIF-1a y la sobrevivencia en

ccRCC.
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Biomarcadores moleculares y genéticos

Mientras la mayoria de los casos de CR son esporadicos, algunos son asociados
con condiciones hereditarias o sindromes genéticos. EI CR mas comun, el ccRCC,
generalmente involucra al gen VHL. Los pacientes con el sindrome de VHL
presentan ccRCC bilateral multifocal, asi como manifestaciones en otros sistemas
por todo el cuerpo.*® Otras mutaciones asociadas al CR incluyen a los genes
PBRML1; dominio SET 2, SETD2; desmetilasa 5C, KDM5C; el homologo de fosfatasa

y tensina, PTEN; BAP1,; el gen de la proteina blanco de Rapamicina, MTOR Yy TP53.

En conclusion, se han estudiado diferentes tipos de biomarcadores para el
diagndstico, prondstico y seguimiento del tratamiento del CR. Sin embargo, pocos
se han establecido en la clinica. Por ejemplo, en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) se toma como factor prondéstico el tipo histolégico del tumor,
el nivel de hemoglobina, LDH y el calcio sérico. En cuanto a marcadores
moleculares, la proteinaCA-IX, VEGFR) el factor de crecimiento endotelial (EGF),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor inducible por hipoxia
(HIF-1a); se han propuesto como factores prondésticos, sin embargo, no existe una
estandarizacion para la determinacion de estos factores (Oncoguia Cancer Renal,

INCan).

En una guia de préctica clinica de la ESMO (European Society of Medical
Oncology)* para el cAncer renal se mencionan firmas genéticas que pueden detectar
diferentes grupos de riesgo en el CR.* Ademas, recientemente un panel de 16

genes ha mostrado mejorar la prediccion de la sobrevivencia libre de recurrencia en
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CR localizado en comparacion con el puntaje SSIGN.* Estos datos sugieren que el
analisis moléculas puede afadir un beneficio adicional a los parametros clinicos ya
establecidos. Sin embargo, hoy en dia, no hay marcadores moleculares especificos

gue se recomienden para el uso clinico.*

Se puede pensar que el principal factor que influye en el establecimiento de estos
biomarcadores diagndstico, pronostico y de seguimiento es la heterogeneidad de
los tumores y el diferente abordaje de los pacientes. Sin embargo, como se
menciond anteriormente, varias moléculas y técnicas de diagndstico se han
asociado a los diferentes tipos y etapas del CR, es por esto que el estudio del
establecimiento de biomarcadores de CR sigue siendo reto a alcanzar, aunque la
busqueda de un solo biomarcador no es suficiente para el establecimiento en la
clinica, el objetivo de muchos grupos de estudio es poder integrar los diferentes
marcadores para ayudar en el diagndéstico y manejo del paciente con CR. En la
Tabla 1 se presentan algunos de los biomarcadores moleculares mas estudiados

con base en una revision bibliogréafica en la base de datos de PubMed en junio 2022.
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Marcador Relevancia Clinica Determinacion Referencia

Progresion y desarrollo del PCR Kim E (2018) Front
PVHL+ ccRCC secuenciacion Ped
Niveles del mMRNA elevados en Li X. (2021) Exp
VEGF+ CCR PCR Therap Med
Respuesta al tratamiento Shou Y (2022) Front
TIMP-1+ guimioterapéutico ELISA Genet
. . Valor prondstico en CCR Tan PH (2020) Front
Vimentina-+ metastasico IHQ Oncol
Identificacién de metastasis Shen SS (2012) Arch
PN IHQ Pathol Lab Med
. Diferenciacion del CCR en Morrissey JJ (2015)
AQP-1 pacientes sanos ELISA JAMA Oncol
. Sobreexpresado en CCR Electroforesis Gatto F (2016) Front
GAG metastasico Capilar Oncol
. Asociado a la disminucion del Schddel J (2016) Eur
HIF-1a tumor en xenoinjertos de ccRCC IHQ Urol
. Sobreexpresion en ccRCC y Romero-Mandujano A.
Hspo0 asociacion con CCR metastasico IHQ (2017) Man in Prep

Tabla 1. Biomarcadores estudiados y propuestos para el uso en la clinica. Se indican los
marcadores presentados en diferentes estudios que muestran una asociacion con el tipo
yl/o estadio clinico del CCR. (+) Biomarcadores estudiados y de asociacién establecida
en pacientes con CCR. (*) Marcadores propuestos en estudios clinicos en pacientes con
CCR metastasico.

Comorbilidades del Cancer Renal

La primera linea de terapia del ccRCC en etapas tempranas es la nefrectomia, la
cual consiste en la remocién completa o parcial del rifion afectado. Aunado a esto,
los pacientes con ccRCC pueden recibir terapias adyuvantes como la quimioterapia
y/o radioterapia. En etapas més avanzadas del cancer se han utilizado distintos
tratamientos como la inmunoterapia ampliando el panorama terapéutico del
tratamiento del cancer renal. Sin embargo, los pacientes en etapas tempranas que
reciben la primera linea de terapia (nefrectomia) pueden sufrir diferentes

comorbilidades como resultado de las terapias contra el cancer.4749
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Recientemente se han reportado diferentes estudios que demuestran que la terapia
anticancer puede generar dafios al rifién adyacente. Un estudio donde se evalud la
respuesta al tipo de nefrectomia en pacientes con ccRCC en etapas tempranas
demostr6 que los pacientes que recibian nefrectomia radical mostraban una
disminucion en la funcion renal a largo plazo en comparacion con los pacientes que
recibian la nefrectomia parcial.*® En cuanto a los otros tipos de terapia, también se
ha demostrado que los pacientes sufren una disminucion en la funcion renal debido

a la radioterapia, la quimioterapia e incluso debido a la inmunoterapia. 28315152

A pesar de que el tratamiento anticancer es un factor importante para la disminucién
de la funcién renal del paciente oncoldgico, otros reportes muestran que los
pacientes con cancer pueden tener una disminucién de la funcién renal debido a la
enfermedad. Asi mismo, se han detectado pacientes que presentan una funcion
renal disminuida previo al diagndstico del cancer.>3>* En 2014 Patel et. al. evaluaron
las comorbilidades mas frecuentes en pacientes con cancer renal en etapas
tempranas. Se encontré6 que la comorbilidad mas comun fue la falla cardiaca

congestiva y en segundo lugar la Enfermedad Renal Crénica.>

Esta asociacion entre el cancer y las enfermedades que afectan al rifidn ha sido
ampliamente estudiada en la dltima década, generando un nuevo campo de
investigacion conocido como la Onconefrologia, la cual se encarga de desarrollar
nuevas técnicas de diagndstico, tratamiento y seguimiento de las enfermedades
renales en los pacientes oncolégicos.*”°1:5256.57 Debido a esto, surge el interés de
estudiar la Enfermedad Renal Cronica como un primer acercamiento a entender la

su relaciéon con el cancer.
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Enfermedad Renal Crénica

La Enfermedad Renal Cronica (ERC) se define como la disminucion de la Tasa de
Filtracion Glomerular (TFG) <90mL/min por 1.73m?2. A nivel tisular, involucra una
destruccioén progresiva del parénquima renal y la pérdida de nefronas funcionales. %~
6 La ERC es una comorbilidad y factor de riesgo del cancer renal, constituyendo
actualmente un problema de salud publica, tanto en México como en el mundo,
debido al incremento en su incidencia y prevalencia.®*%? El Sistema de datos de
enfermedad renal en Estados Unidos reporta que México tiene la mayor incidencia
de enfermedad renal cronica (ERC) comparado con el resto del mundo, con un
crecimiento de 122% de 2000 a 2013. Se estima que para el 2020, la ERC sera la
tercera causa de muerte en paises de bajo y medio ingreso econémico (como
México) sblo después de la diabetes mellitus tipo 2 y la hipertension arterial

sistémica. 5364

La pérdida de las nefronas funcionales desencadena eventos moleculares y
celulares responsables de compensar el crecimiento de las nefronas restantes. % El
desarrollo de la ERC involucra la separacion de los podocitos de la membrana basal
y su pérdida con la orina, por lo tanto, la determinacion de la presencia de algunas
proteinas estructurales conectadas con la barrera de filtracion glomerular puede ser
de ayuda en el diagnéstico de las enfermedades renales.®® La pérdida de la funcion
en el curso de la ERC también esta asociada con la fibrosis intersticial y la
inflamacion. El diagndstico temprano de la enfermedad es un paso importante en la

prevencion de las complicaciones de la ERC.%8
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De acuerdo con las pautas internacionales, los métodos de diagnéstico clinico de
ERC se basan en los niveles de creatinina y albimina y la disminucién de la tasa de
filtracion glomerular (TFG) <60mg/mL/ 1.73m? Desafortunadamente, estos
parametros apenas se ven afectados en las primeras etapas, y su variabilidad
intrinseca inherente solo permite la identificacion de etapas intermedias y
avanzadas cuando la esperanza de vida se ha acortado y el tratamiento representa
una inversion financiera significativa.®®¢":¢8 En este contexto, se disefian estrategias
y herramientas tecnoldgicas para buscar biomarcadores sensibles, especificos y
poco invasivos; donde, la obtencion de biopsias liquidas y deteccion por PCR digital

son herramientas promisorias en la investigacion traslacional.

La Enfermedad Renal Crénica se clasifica en 5 etapas diferentes con subestadios,
de acuerdo con el valor de la Tasa de Filtracion Glomerular estimada. Presentando
un primer nivel a valores menores de 90mg/ml 1.73m2, con al menos tres meses de
evolucion. En la siguiente Tabla se presentan la clasificacion de las diferentes

etapas de la ERC de acuerdo con la American Society of Nephrology (ASN).

1 90 TFG normal c/proteinuria

2 60-89 Caida de la TFG relacionada con la edad
gg‘ 30-59 Bajo riesgo de progresion a falla renal
4 15-29 Alto riesgo de progresién a falla renal
5

5D <15 Falla renal

5T

Tabla 2. Clasificacion de la ERC de acuerdo con la American Society of Nephrology (ASN).
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Factores de Riesqgo para desarrollar Enfermedad Renal Cronica

La ERC tiene un componente hereditario,®® en estudios de asociacién del genoma
completo para identificar locus susceptibles para la tasa de filtracion glomerular,
creatinina sérica estimada, cistatina C y ERC en participante europeos de cuatro
poblaciones se encontré que las mutaciones de uromodulina estaban asociadas con
diferencias en la funcion renal. Otra mutacion identificada esta relacionada a
APOL1.7° Un patrén autosémico recesivo de herencia es demostrado y asociado
con un mayor riesgo de ESRD (End Stage Renal Disease). El involucramiento de
los genes del sistema renina-angiotensina parece ser relevante en la ERC. En un
estudio con 135 pacientes con ERC y 270 controles sanos se genatipificaron
polimorfismos para el angiotensindgeno, la enzima convertidora de angiotensina | y
el receptor de angiotensina Il tipo 1. Se encontraron asociaciones significativas entre

los polimorfismos y los pacientes con ERC."*

La funcién renal disminuye con la edad tanto en hombres como en mujeres. Entre
la poblacion més anciana, mas de la mitad de los sujetos evaluados tienen ERC de
etapa 3-5 de acuerdo con las guias de la K/DOQI (National Kidney Foundation
Kidney Disease Outcomes Quiality Initiative) Asi, la poblacion mas anciana esta méas
propensa a desarrollar ERC después de varias lesiones renales.”? Uno de los
factores de riesgo mas fuertes, aunque modificables, para la ESRD en el siglo 21
es la obesidad.” La hipertrofia glomerular y la hiperfiltracién puede acelerar el dafio
renal al incrementar la tension de la pared capilar del glomérulo y disminuir la

densidad de podocitos.
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Un estudio epidemiolégico de Suecia demostré el papel de la obesidad en la ERC, "
En este estudio se analizaron pacientes con ERC y se asocio el sobrepeso (IMC=25
kg/m2) a los 20 afios con un riesgo significativo tres veces mayor para la ERC en
comparacion con el IMC<25 kg/m2. La obesidad (IMC=30) entre hombres y la
obesidad mdérbida (IMC=35) entre mujeres en cualquier edad se asocidé a un
incremento de tres a cuatro veces mas en el riesgo de ERC. Ademas, la obesidad
puede contribuir a la patogénesis del dafio renal a través de la inflamacion, estrés

oxidativo, disfunciéon endotelial, estado protrombético e hipervolemia. ”®

El tabaquismo puede incrementar el riesgo de ERC a través del estado
proinflamatorio, estrés oxidativo, cambio protrombotico, disfuncion endotelial,
glomeruloesclerosis y atrofia tubular.” El alcohol y las drogas recreacionales han
sido ligadas a la progresion del ERC asi como un uso excesivo de analgésicos y la
exposicion a metales pesados.’® La diabetes Mellitus (DM) es la causa principal de
ERC y ESRD tanto en ciudades desarrolladas como en vias de desarrollo.”” Los
mecanismos que llevan a la enfermedad renal en diabetes incluyen la lesion por
hiperfiltracion, glicosilacion de productos finales avanzada y especies reactivas de
oxigeno.”® A nivel molecular, numerosas citocinas, factores de crecimiento y
hormonas como TGF-B y angiotensina Il causan cambios patoldgicos asociados con

la nefropatia diabética.

La hipertension ha sido definida como factor de riesgo para ERC y ESRD y aporta
el 27% de todos los pacientes de ESRD en Estados Unidos y 28% de los pacientes
con hemodidlisis en Turquia.®®® La hipertension sistémica es transmitida a presion

capilar intraglomerular llevando a glomeruloesclerosis y pérdida de la funcion renal.
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La hipertensién generalmente es diagnosticada entre los 25 a 45 afios, pero la
disfuncién renal no se desarrolla hasta que el paciente mantenga al menos 10 afios

de hipertension incontrolada.”®

Enfermedad Renal Croénica y Fibrosis

Como se menciond anteriormente, la ERC se ha asociado a la fibrosis intersticial
como principal proceso patolégico que subyace a la progresion de la ERC y
finalmente lleva a la ESRD, siendo el indicador mas fuerte de la progresion de la
enfermedad,” incluso cuando la enfermedad primaria es de origen glomerular.®® La
fibrosis se define como la acumulacion y remodelamiento desregulado de la Matriz
Extracelular (ECM)781.82 gfectando todos los compartimentos principales del rifién:

glomérulos, tubulos y vasculatura.”

La fibrosis renal es el resultado de una falla en el proceso de reparacion de una
herida que ocurre después de un dafio inicial.”®® La fisiopatologia de la fibrosis
renal puede ser dividida en cuatro fases: 1) activacion celular y fase de lesion o
iniciadora; 2) fase de sefalizacion fibrogénica o activacion; 3) fase de fibrogénesis
0 ejecucion; y 4) fase destructiva o progresion. Estas fases son llevadas a cabo por

diferentes células y moléculas que intervienen en el proceso.”

Hoy en dia, la biopsia renal es el Unico método para detectar la fibrosis renal. Es un
proceso invasivo con complicaciones posibles.® Las técnicas de imagen, como el
ultrasonido pueden mostrar sefiales de diferenciacion corticomedular, la cual es un
marcador sensible pero no especifico de la ERC.8 Algunas moléculas involucradas

en la inflamacion o en la sefializacion que llevan al establecimiento de la fibrosis
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han sido estudiadas como posibles marcadores de fibrosis renal.”” Aunque el
propésito de estos marcadores es detectar una respuesta aguda a la lesion, algunos
también han sido evaluados como marcadores tempranos de ERC. Estas moléculas
incluyen el receptor del factor de necrosis tumoral Il (TNFRII), TFG-B1.8° Siendo

esta la molécula mas importante en el desarrollo de la fibrosis intersticial.81:82:85

Se ha aceptado el papel de los miofibroblastos en la fibrosis renal, sin embargo,
existe una gran ambigtiedad en el establecimiento del origen de estas células.®
Estudios innovadores han revelado que las células epiteliales también pueden
presentar caracteristicas de tipo fibroblastos en varias enfermedades renales,
apoyando la teoria de la transicion epitelio mesénguima (EMT).®” Por lo tanto, la
EMT tubular es un proceso por el cual las células tubulares renales pierden sus
caracteristicas fenotipicas epiteliales y adquiere unas nuevas, la cuales son
caracteristicas de las células mesenquimales. Por lo que estas células exhiben una

capacidad de transformacion después de las cuales pueden producir ECM.#2

Reportes recientes en biopsias renales apoyan que existen células tubulares con
caracteristicas de EMT en pacientes con enfermedad tubular crénica.®? En un
trabajo en 133 biopsias renales humanas de varias enfermedades renales,
independientemente de las lesiones histologicas, se encontré que la EMT de las
células epiteliales tubulares estaba presente en muchas muestrasy la extension de

la EMT correlacionaba con el grado del dafio intersticial.®

La EMT es regulada por muchos factores de crecimiento, citocinas, hormonas y
otras moléculas de varias maneras. Entre todos los factores que han sido

implicados, el principal parece ser TGF-B1. Este mediador actia principalmente a
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través de la activacion de la sefializacion de Smad, las cuales son responsables de
la sintesis de proteinas necesarias para la modificacion de la EMT.® Ademas,
constituye el blanco de diferentes tipos de estimulos como la hipoxia, que
sobreregula la actividad transcripcional del promotor de TGF-1 en varios tipos de
células, actuando como un estimulo fisiologico potente para la sintesis de
colageno.® Otro estimulo que lleva a un incremento en la expresion de TGF- 1 es
representado por Angiotensina 1,% el cual también induce la sintesis de colageno y

fibronectina, interactuando con el receptor de angiotensina Il tipo 1.%

TGF-B1 liberada por las células renales o células infiltradas del rifion dafiado
modera la reaccién inflamatoria y contribuye a la reparacion del dafio.®® En el tejido
dafado, los macréfagos activados producen citocinas como TGF-B y el factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF), los cuales estimulan la formacién de
miofibroblastos de los fibroblastos intersticiales residentes. Estos miofibroblastos,
bajo la accion de TGF-B y CTGF, sintetizan una gran cantidad de proteinas de la
matriz como fibronectina y colageno tipo 1 y 3, ademas, previenen la degradacion
de estas proteinas al sintetizar inhibidores de proteasas como el inhibidor del

activador de plasminégeno (PAI-1) y TIMP.8

En conclusion, la ERC puede presentar fibrosis intersticial, lo que representaria una
fuente de biomarcadores adicionales a los ya establecidos y que se revisaran a

continuacion.
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Biomarcadores de Enfermedad Renal Cronica

La TFG y una excrecion aumentada de proteinas urinarias y albumina asé como
altos grados de atrofia tubulo intersticial y fibrosis estan asociados con una pobre
prognosis de la ERC.®¥% En etapas tempranas, los sintomas de la ERC
generalmente no se observan. Una reduccion significativa de la funcion renal es la
primera sefial obvia de la enfermedad. Si se diagnostica de manera temprana
(etapas 1 a 3), la progresion de la ERC puede ser alterada y se pueden reducir las
alteraciones.®® Es por esto que existe una necesidad de establecer biomarcadores
de siguiente generacién. Debido al desarrollo de la gendmica, epigenética,
transcriptomica, protedémica y metabolémica, la introduccién de técnicas novedosas

permitira la identificacion de biomarcadores nuevos en las enfermedades renales. %

La proteina uromodulina (también conocida como proteina Tamm-Horsfall) es una
glicoproteina que probablemente esta involucrada en la proteccion de las células
tubulares de infecciones del tracto urinario ascendente involucradas en la
pielonefritis crénica y urolitiasis.®® Los niveles de la proteina uromodulina en orina
es abundante. Esta es liberada por las células tubulares hacia el intersticio, sin
embargo, su papel fisiolégico permanece desconocido.®” Uromodulina ha sido
propuesta como un biomarcador prometedor por el nimero de nefronas intactas, lo
gue indica masa renal mas que funcion renal. Las concentraciones proteicas de
uromodulina disminuyen gradualmente con el empeoramiento de la funcion renal.

En pacientes con etapas avanzadas de ERC, la uromodulina cae méas de 10 veces.%
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La molécula de lesion renal 1 (KIM-1, por sus siglas en inglés) es un tipo de proteina
transmembranal tipo 1. Ha mostrado estar sobreregulada en células epiteliales
desdiferenciadas del tubulo proximal en el rifién después de isquemia o un dafio
t6xico.%8%° No es detectable en rifiones sanos ni en orina. La sobreregulacion de
KIM-1 en una consecuencia del dafio al tubulo proximal en la nefrona.l® La
lipocalina asociada a la gelatinasa de neutroéfilos (NGAL, lipocalina o lipocalina 2,
LCN) es una de las primeras moléculas que desencadenan el desarrollo del rifion,
convirtiendo las células mesenquimales embrionarias en células epiteliales
formadoras de tUbulos y las nefronas completas.'%:19? Es expresada por las células
epiteliales tubulares en respuesta a lesiones y dafo tubulointersticial, el cual ocurre

frecuentemente en el curso de la progresion de la enfermedad renal.”®:103-105

La proteina de union a &cidos grasos de tipo higado (L-FABP) es una proteina
expresada en el tdbulo proximal del rifién.1% La expresion aumentada y la excrecion
urinaria han sido descritos en modelos animales, asi como humanos con
enfermedad renal aguda.*® Aunque su funcion precisa es desconocida, L-FABP en
el rifdn ha sido postulada para representar un antioxidante endégeno capaz de
suprimir el dafio tdbulointersticial.2” En un estudio clinico que incluy6é 120 pacientes
con ERC no diabéticos se evaluaron los niveles de L-FABP como marcador de ERC.
Los niveles urinarios de L-FABP correlaciond con las proteinuria y los niveles de
creatinina séricos. Ademas, los niveles de L-FABP eran significativamente mas altos
en el grupo de pacientes con ERC de etapa media que evolucionaron a una

enfermedad mas grave.
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La proteina de choque térmico de 70 kDa, Hsp72 se ha evaluado como biomarcador
de lesion renal aguda (LRA). En un estudio del grupo de la Dra. Bobadilla se
evaluaron los niveles del mMRNA y de la proteina de Hsp72 tanto en rifiones como
en orina de ratas con LRA, encontrando que los niveles incrementaban
gradualmente con la magnitud de la LRA.1%® La Hsp27, también se ha evaluado en
pacientes con obstruccion de la union uretero-pélvica encontrando que estas
obstrucciones se caracterizaban por fibrosis tubulointersticial y estrés oxidativo,
concluyendo que los patrones de expresion de Hsp27 correlacionaban con la
duracioén de la obstruccién y que Hsp27 era inducida como una respuesta adaptativa

durante las obstrucciones de las uniones uretero-pélvicas.%110

Los biomarcadores mencionados anteriormente se resumen en la Tabla 3.

Marcador Relevancia Clinica Determinacion Referencia
Uromodulina+ Proteccion de las células Concentracién Prajczer S. (2010)
epiteliales tubulares sérica Dial Transplant
. ~ Humphreys B.D.
KIM-1+ Molécula de dafio renal RTg-PCR (2013) J Clin Invest
Relacionado a la progresion : Nakagawa S.
NG de la ERC Microarreglos ;415 p| oS ONE
i . Marcador de evolucion de Portilla D. (2008)
L-FABP la ERC ELISA Kidney Int
Incrementada en pacientes Barrera-Chimal J.
Hsp72* con Enfermedad Renal RTg-PCR (2010) EMBO Mol
Aguda. Med
Retrasa la lesion tubular y Vidyasagar A.
Hsp27* mantiene los niveles IHQ (2012) Fibr Tiss
proteicos de E-cadherina Rep
Aumenta la sintesis de
TFG-p* proteinas de la Matriz RIS Varios estudios

Extracelular (ECM) inmunodeteccion

Tabla 3. Biomarcadores estudiados y propuestos para el uso en la clinica. Se indican los
marcadores presentados en diferentes estudios que muestran una asociacion con la
etapa de la ERC y su progresién. (+) marcadores estudiados y de asociacion establecida.
(*) marcadores propuestos para el analisis de asociacion.
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Relacion entre Cancer Renal y Enfermedad Crdnica

Ademas de las comorbilidades ya bien establecidas, los pacientes con ERC pueden
tener un mayor riesgo de desarrollar carcinoma de células renales (CCR), cuya
incidencia también ha estado aumentando en las ultimas décadas. El articulo de
Lowrance et al. 2014, informa sobre la relacion entre la tasa de filtracion glomerular
estimada (eTFG) y riesgo de CCR. Aunque la asociacion observada entre ERC y el
riesgo de CCR puede ser realmente causal, varias explicaciones alternativas
merecen consideracion. Estos estudios, respaldan el papel etiolégico de la
insuficiencia renal en el desarrollo de CCR.*? La asociaciéon mas fuerte entre la
TFGe y el cancer renal de células claras en comparacién con el cancer renal de
células no claras pueden dilucidar aun mas los fundamentos biolégicos de la

asociacion de la ERC vy el cancer renal (OncoNefrologia).®!

Otros estudios han reportado que los pacientes oncolégicos ya presentaban una
ERC preexistente. En estudios de enfermedad renal y medicacion anticancer (IRMA,
por sus siglas en inglés) se observo que mas de la mitad de los pacientes con una
malignidad activa presentaron una TFG <90mL/min por 1.73m2.%45"111 Resultados
similares se han reportado en otros paises confirmando que la ERC es una
caracteristica relativamente comun en los pacientes con cancer, sin importar el tipo
de malignidad.>” Interesantemente, la relacion entre el rifion y el cancer parece ser
bidireccional. Por ejemplo, la ERC preexistente puede impactar en la
biodisponibilidad y/o seguridad de los farmacos antineoplasicos, llevando a

diferentes y subdptimas opciones de tratamiento. Por otro lado, es posible que los
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efectos renales de un farmaco antineoplasico novedoso puedan llevar a una lesiéon

renal progresiva o empeorar la ERC preexistente.!!?

En un estudio con una cohorte retrospectiva se evaluo la asociacion entre la TFG y
el riesgo de cancer incidental, encontrando que una TFG disminuida se asociaba
con un incremento en el riesgo de cancer renal.>® Ademas, la ERC, confiere una
mortalidad aumentada especifica de cancer en pacientes con cancer del rifiény del

tracto urinario.>?

En estudios recientes de seguimientos de pacientes después de la nefrectomia se
ha reportado que en algunos casos el tipo de reseccién influye en la TFG residual,
presentado resultados contradictorios donde la nefrectomia parcial ha mostrado no
afectar la funcion renal mientras que la nefrectomia radical mostré un dafio renal en
los pacientes estudiados. En otros estudios la nefrectomia parcial ha mostrado

mayor dafio renal por el estrés crénico que ha sufrido el rifién residual .>113

Varios posibles mecanismos biolégicos pueden ayudar a explicar la asociacion
entre el nivel de funcién renal y el desarrollo de cancer renal. La disfuncién renal
produce un estado de inflamacion cronica y estrés oxidativo, donde, dicho
microambiente inflamatorio puede desempefiar un papel en el desarrollo del
cancer.®%113 Se ha planteado que la formaciéon de ECM fibrética rompe la polaridad
de las células y estimula su proliferacion, creando condiciones para el

establecimiento y desarrollo del cancer.*

El mecanismo de la fibrosis ha sido un tema controversial, ya que ha mostrado tener

una doble participacion en el desarrollo del cancer. Por un lado, existe amplia
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evidencia en la literatura a favor de la participacibn de la transicion
fibroblasto/miofibroblasto en la interaccion entre las células epiteliales y el estroma
gue esta detrads de la fibrosis, llevando a cabo transformacion neoplasica y el
proceso de progresion. Por lo tanto, la presencia de lesiones fibréticas incrementa

el riesgo de cancer en varios tejidos incluyendo pulmén, higado y mama. 8¢

Otro aspecto que tienen en comdun la fibrosis y el cancer es el proceso de EMT, el
cual determina cambios significativos en la morfologia y comportamiento de las
células epiteliales, transformandolas en miofibroblastos e interviene no solo durante
el desarrollo embrionario sino también en los procesos patolégicos como la

progresion tumoral y la fibrosis. 11116

Evidencia experimental esta a favor de la participacion de TGF- en el desarrollo v,
sobre todo, en la progresion metastasica de las enfermedades neoplasicas.® Se ha
mostrado que TGF-B incrementa los niveles de la metaloproteinasa MMP-2 de la

colagenasa de la matriz a través de diferentes vias de sefalizacion.?’

La fibrosis constituye la via final de diferentes tipos de lesiones renales. Ademas,
se han reportado diferentes estudios que presentan la existencia de una correlacion
entre fibrosis y el cancer. Incluso, parece que la fibrosis en alguna manera

predispone a la transformacién neoplasica del parénguima involucrado.

Sin embargo, también existe otra hip6tesis que contradice lo anteriormente
mencionado y postula que es posible que la fibrosis pueda proveer un tipo de
proteccion contra el desarrollo del cancer como consecuencia de una intensa

proliferacién que caracteriza cualquier proceso inflamatorio.®® La flogosis representa
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este proceso protector encargado de eliminar la fuente del dafo y sus
consecuencias, reparando e incluso regenerando el tejido dafiado con células del
mismo tipo o por la formacién de una cicatriz a través del reemplazo de células del
parénguima con tejido conectivo (fibrosis).2® Parece ser que a través de la evolucién
los vertebrados han perdido la capacidad regenerativa después de un dafio al
organo o tejido. Esto puede ser Gtil para organismos superiores donde la pérdida de
la funcion del érgano podria ser una mejor alternativa que la regeneracion del tejido,
ya que el mantenimiento de células pluripotentes parece ser incompatible con la
vida prolongada del organismo. Incluso, la produccion y proliferacion de células
pluripotentes pueden resultar en la formacion de un tumor, desarrollo de y la posible

muerte del organismo.*®

Por esta razon, la fibrosis podria estar involucrada en los mecanismos que
relacionan a la ERC y el CR mediante la reparacion del tejido dafiado, donde
después de una lesion progresiva del tejido, en este caso la nefrona, puede resultar
ya sea en fibrosis, generando la enfermedad renal cronica y posteriormente llevar
al desarrollo del cancer, o directamente generar una neoplasia renal. Y por otro lado,
durante el desarrollo del cancer puede tener un papel protector, ya que no permitiria
el desarrollo del tumor. Esta “eleccion” de las células involucra moléculas
endogenas y del microambiente que rodea a la lesion, donde una firma de
marcadores moleculares podria desencadenar en fibrosis o cancer renal, este
hecho se presenta en la Imagen 1, donde se muestra la relacion entre el CR y la

ERC a partir del dafio renal.

30



Sin embargo, la fibrosis puede ser uno de varios mecanismos involucrados en esta
relacion bidireccional, por lo que estos y otros mecanismos merecen un estudio
adicional para definir mejor la asociacion entre la funcion renal y el riesgo de cancer
especifico del sitio. Estudios gendmicos pueden contribuir a una mejor identificacion
de pacientes con mayor riesgo de ERC y/o una mayor carga de enfermedad, al
disefiar mejores perfiles de riesgo genético-epigenético. Una mejor comprension de
las variaciones interindividuales en la progresion y el resultado en la ERC es un
primer paso para llevar la medicina de precision al cuidado renal, tanto en el ambito

preventivo como terapeéutico.

[ Estrés celular ]

}

Inflamacién patoldgica

AN
[ FIBROSIS } Procesos proliferativos

y regenerativos

}

Diferenciacion celular

* Mediadores moleculares

[ CANCER |

Imagen 1. Desviaciones de las lesiones constantes. Esquema traducido a
partir de Cernaro V., Lacquanti A., et. al. (2012) Nephrol Dial Transplant
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V. Antecedentes directos
En un primer acercamiento a la evaluacion de la funcionalidad del rifién residual en
pacientes con cancer renal, a los cuales se les practicd una nefrectomia como
primera linea de tratamiento, se realizé un analisis de la evolucion de la Tasa de
Filtracion Glomerular estimada (TFGe). Este valor se calculé mediante la féormula de
MDRD. Se evaluaron 119 pacientes de una cohorte retrospectiva diagnosticados
con Carcinoma Renal de Células Claras (ccRCC) en el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan). Esta cohorte resulta de un protocolo clinico aprobado por el
comité de ética e investigacion del INCan con clave INCAN/CI/322/16 e

INCAN/CI/388/16 durante el periodo 2017-2019.

La formula de MDRD retoma los datos de concentraciones séricas de albumina,
creatinina y urea; asi como la edad y género del paciente. Con los datos obtenidos
se pudo clasificar a los pacientes en las diferentes etapas de la Enfermedad Renal
Cronica antes, 3y 12 meses después de la nefrectomia. Los pacientes presentaron
una evolucién de la TFG dese la Etapa 1 con un valor mayor a 90 ml/min * 1.72m?,
donde los pacientes no muestran signos claros de la ERC, presentando una
funcionalidad aparentemente “normal’; hasta la Etapa 4 y 5 con valores menores a
30 ml/min * 1.72m?, donde los pacientes requieren un tratamiento especifico como
la didlisis o trasplante renal. Esta evolucion de los pacientes evaluados en la cohorte

se observa en la Imagen 2A.
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Imagen 2. Evolucién de la TFGe en pacientes con cancer renal nefrectomizados a
(3y 12 meses después de la cirugia). A) Evolucién global de los pacientes incluidos
en el andlisis, con una N=119. Los colores representan las diferentes Etapas de la ERC
como se indica en el cuadro de anotaciones en la parte inferior izquierda de la imagen.

<15

B, C y D) subgrupos de pacientes identificados en la cohorte de pacientes. La n
analizada se muestra debajo de la grafica. La notacion se presenta en el cuadro inferior
derecho. Todas las pruebas estadisticas se realizaron contra 0 meses y una p<0.05 (*)

y p<0.001 (*).

A partir de estos resultados se obtuvieron subgrupos de pacientes, donde los

pacientes que mostraron una Etapa 1 antes de la nefrectomia disminuia su funcion

renal después de los 3 meses de seguimiento hasta una Etapa 3 como se observa
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en la Imagen 2B. De manera interesante, los pacientes que presentaban una Etapa
2 y 3 antes de la nefrectomia no mostraron una disminucion significativa de la TFG
hasta 12 meses después de la cirugia. Esta evolucion se puede observar en la
Imagen 2C y 2D, respectivamente. Adicionalmente, se identificé un grupo pequefio
de pacientes que después de los 12 meses de seguimiento presentaban una etapa
4 ylo 5, sugiriendo que estos pacientes podrian fallecer por una falla renal méas que

por el cancer (Imagen 2D).
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VI. Planteamiento del problema

Previamente se ha reportado la asociacion entre la Enfermedad Renal Croénica y el
Cancer Renal; sin embargo, no existen biomarcadores que predigan dicha
asociacion, y menos aun, el mecanismo por el cual el CCR favorece el desarrollo
de ERC y viceversa. Como una primera aproximacion para comprender la posible
la relacién entre estas dos patologias, proponemos determinar el comportamiento

de marcadores de ERC en pacientes diagnosticados con CCR.

VII. Hipotesis

Los biomarcadores que ayuden al diagndstico y progresion de la ERC se
presentaran en pacientes diagnosticados con ccRCC asociandose a un peor
prondstico y progresion del cancer, mientras que la ausencia o disminucion de los

biomarcadores se asociard con un mejor pronéstico.
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VIIl. Objetivos

Objetivo general

Identificar un panel de biomarcadores diagnéstico y de progresion de la ERC en
pacientes con ccRCC post-nefrectomia, y establecer su posible asociacion en la

relacion bidireccional entre enfermedad renal cronica y cancer renal.

Objetivos particulares

1. Establecer una cohorte retrospectiva de pacientes con CCR sometidos a
nefrectomia y generacion de una base de datos clinicos e histopatologicos.

2. Determinar parametros clinicos y tisulares de dafio renal en pacientes con
CCR en tejido renal tumoral y adyacente; asi como, determinar la TFGe en
pacientes con CCR.

3. Determinacion de marcadores moleculares de ERC y CCR, por gRT-PCR e
inmunohistoquimica.

4. Andlisis de asociacion entre el porcentaje de fibrosis, la TFGe, las variables
clinico-histopatolégicas que estadifican y pronostican el CCR con los
marcadores moleculares obtenidos mediante IHQ.

5. Establecer un panel de biomarcadores de diagnéstico y progresion de la ERC
que permita identificar subgrupos de pacientes con CCR que presenten

progresion de la enfermedad renal o ausencia de ella.
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IX. Metodologia
Reclutamiento de pacientes con CCR

Para el andlisis de la cohorte retrospectiva de los pacientes diagnosticados con
Céancer Renal, se tomaron bloques de tejido embebidos en parafina de la cohorte
de un protocolo clinico aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto
Nacional de Cancerologia (Clave: ICAN/CI/233/16 e INCAN/CI/388/16) en el
periodo 2017-2019. Estos pacientes fueron diagnosticados con Carcinoma Renal
de Células Claras (ccRCC) en el INCan y sometidos a nefrectomia. Los que
cumplieron los criterios de inclusion, exclusién y eliminacion se les tomaron
muestras biolégicas tales como tejido adyacente al tumor (TN) y tejido tumoral (TC),.
De estos pacientes se tomaron diferentes variables clinicas obtenidas de una base
de datos validada por el Departamento de Urologia del INCan. Estas variables
incluyen los valores de albumina y creatinina sérica, para el célculo de la TFGe; el
estado de la enfermedad del paciente reportado mediante el sistema TNM, donde
“T” representa el tamano del tumor, “N” la invasion a nodulos linfaticos y “M” la
presencia de metastasis en el paciente y la sobrevivencia libre de la enfermedad a

24 meses posterior al diagnostico del CR.

Tomay recoleccién de muestras

Después de que el paciente ha sido diagnosticado con Cancer Renal y de firmar el
consentimiento informado, se obtendran muestra de tejidos de los pacientes,

clasificados por el departamento de patologia del INCan en dos tipos diferentes:
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tejido adyacente al tumor (TN) y tejido tumoral (TC). A partir de estos tejidos, una

porcion se utilizaré para los analisis histopatolégicos y otra para su criopreservacion.

Estudios histopatolégicos

Una porcion de las muestras de tejido obtenidas se incluira en parafina, para
posteriormente obtener secciones del tejido utilizando un microtomo de la marca
Thermo Fischer Scientific modelo HM325. Se realizaran cortes de 4 um para las
siguientes metodologias. tincion de hematoxilina y eosina, fibrosis e
inmunohistoquimicas de los marcadores propuestos. Las imagenes se capturaran

con el microscopio AxioScan Z1 (Carl Zeiss) en un objetivo de 20x.

Tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E)

Los cortes de 4 um se colocaran en portaobjetos no cargados. Estos se
desparafinardn en un tren de alcoholes en orden ascendente de polaridad
sumergiendo las laminillas en cada solvente durante 5min. Posteriormente, se
colocaran en solucion de Hematoxilina durante 5min y se lavaran con agua
corriente. Despueés, se realizaran diez inmersiones en una solucion de Carbonato
de litio sobresaturada y se lavaran con agua corriente. Se mantendran en etanol al
96% para posteriormente realizar tres inmersiones rapidas en eosina y se lavaran
inmediatamente con agua corriente y finalmente con etanol al 96%. Para el montaje,

las laminillas se mantendran en Xilol hasta la aplicacion de la resina.
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Tincion de Rojo de Sirio

Las secciones de 4 um se prepararan en portaobjetos y se desparafinaran
calentandolos a 62°C y posteriormente se sumergiran durante 10 minutos en Xilol,
se retiraran y nuevamente se sumergiran 5 min en xilol nuevo, posteriormente se
sumergirdn en etanol al 96% vy finalmente en etanol al 70%. Finalmente se
rehidrataran con agua bidestilada y se realizara la tincion como lo indica el protocolo
del Rojo de Sirius (Picro Sirius Red Stain Kit Abcam ab150681). Las tinciones
resultantes se analizaran por microscopia optica a un objetivo de 40x utilizando el
microscopio AxioScan de Zeiss y se procesaran con el software Zen 3.1.
Finalmente, se determinara el area tefida de color rojo/violaceo utilizando el

software ImageJ.

Ensayos de Inmunohistoquimica

Después de obtener los cortes de 4 um de los tejidos embebidos en parafina de la
cohorte retrospectiva se colocaran en portaobjetos cargados. Estas muestras se
pasaran por un tren de solventes para desparafinar los tejidos y continuar con la
técnica. Se suprimira la actividad de la peroxidasa enddégena agregando peréxido

de hidrégeno al 3% a las laminillas. Posteriormente se lavaran con PBS.

Utilizando los reactivos del kit IHC Select Immunoperaxidase Secondary Detection
System (Millipore, #Cat. DAB500), se siguid el manual incluido variando la
concentracion de los anticuerpos contra los marcadores a estudiar y el tiempo de
incubacion de estos. En el Apéndice 1 se incluye la lista de los anticuerpos

utilizados y la concentracion de cada uno.
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Ensayos de Western Blot

A partir del tejido tumoral renal se extrajeron proteinas totales mediante el buffer
Ripa, de estas proteinas se cargaron 15ug para SDS-PAGE y posteriormente se
transfirieron a una membrana de PVDF Immobilon®-P Transfer Membrane
(Millipore, #Cat IPVH00010). Las membranas se incubaron durante 1h en buffer
TBS-T y solucién de bloqueo (BioRad, #Cat #1706404) al 5%. Se utiliz6 el
anticuerpo primario contra GAPDH (Apéndice 1), el cual se incub6 toda la noche a
4°C. Para la deteccion se utilizé un anticuerpo secundario Goat vs Rabbit con una
incubacion de 90 minutos a temperatura ambiente y se utilizé el kit SuperSignal®

West Pico Chemiluminescent Substrate de (ThermoFischer Scientific #Cat 34580).

Para los demas anticuerpos se siguid el mismo procedimiento utilizando las

diluciones indicadas en el Apéndice 1.

Extraccion de RNA total a partir de tejido renal

La extraccion de RNA total se realiz6 de ambos tipos de tejidos (TN y TC) utilizando
el reactivo de Trizol, (TRIzol Reagent Invitrogen, #Cat. 15596026) siguiendo el
protocolo del proveedor. En un tubo eppendorf de fondo plano se colocaron
aproximadamente 40 mg de tejido, se afiadieron 400uL de trizol y se lisé con un
homogeneizador de tejidos (Tissue Ruptor I, QlAgen). Se siguieron los pasos de
“aislamiento y lavado” del RNA indicados en el protocolo para finalmente, desechar
el sobrenadante y resuspender el pellet en volimenes de 30-50uL. Las muestras se

incubaron a 60°C durante 10 min. Posteriormente, se cuantificaron y se verifico la
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pureza del RNA mediante espectrofotometria con el equipo Multiskan Sky (Thermo
Scientific). Finalmente se verificd la integridad del RNA mediante el corrimiento
electroforético en geles de agarosa desnaturalizante al 1.5%.

Sintesis de cDNA (RT-PCR) a partir de RNA total extraido de tejido
renal

El RNA total extraido de los tejidos obtenidos (TN y TC) se incub6 a 50°C durante
5 min previo a la reaccion de transcripcion reversa. Usando el kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, #Cat. 4374966), se sigui6 el

protocolo incluido tomando 1000ng de RNA total.

Determinacion de biomarcadores por RT-qPCR

Para la validacion de genes candidatos se utiliz6 el kit Prime Time® Gene
Expression Master Mix (Integrated DNA technologies Inc., #Cat 1055770) y las
sondas Hs.PT.39a.22214847 para el gen ACTB. Las sondas utilizadas para los
marcadores de interés se muestran en el Apéndice 1. Se sigui6 el protocolo del kit
preparando una mezcla de reaccidbn (master-mix) concentracion 10x. Los
voliumenes de reaccién se distribuyeron en una placa de 96 pozos y posteriormente
se agrego6 el cDNA sintetizado a partir del RNA total obtenido de tejido TN y TC de
cada paciente; llegando a un volumen final de 10uL. Las reacciones se incubaron
en el termociclador StepOne Plus (ThermoFischer Scientific). Cada experimento de

gRT-PCR se realiz6 por triplicado.

Los valores de expresion, considerando el ACt se obtuvieron comparando los ciclos

obtenidos por cada gen de interés contra el gen control ACTB. Estos datos se
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utilizaron para el andlisis estadistico posterior, en el cual se investigo la implicacion
clinica de cada gen en los dos tipos de tejido: tejido adyacente al tumor TN y el tejido

tumoral TC.

Analisis estadistico

Las curvas de supervivencia libre de recurrencia se calculan por el método de
Kaplan-Meier con la comparacion de la prueba de log-rank. El estadio TNM, el grado
de Fuhrmany el tamafio tumoral se incluyen en el andlisis de regresion multivariada.
Los analisis estadisticos se realizan con el paquete de software SigmaPlot 12.0;

donde una p<0.05 se considera estadisticamente significativa.

El analisis de regresion logistica multivariada se utilizara para evaluar el panel de
biomarcadores asociados con la ERC incidente al momento del diagnostico y post-
nefrectomia, desarrollada en un periodo de 3-12 meses, considerando: la edad, el
sexo Y los niveles séricos de albumina, creatinina y urea para utilizar la formula de

MDRD4 indicada para la determinacion de la TFGe en pacientes oncoldgicos.

Para el analisis comparativo de la inmunoexpresion de los biomarcadores y su
asociacion con las variables clinicas se utilizaran las pruebas no paramétricas U de

Mann-Whitney y para los estadios de la enfermedad la prueba de Kruskal-Wallis.
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X. Resultados

Caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los pacientes con CCR

En este estudio se incluyeron 50 pacientes diagnosticados con CCR, de los cuales
el 58% tenian una edad menor a 57 afnos, el 62% son hombres y el 42% de los
pacientes presenta metastasis al momento del diagnéstico. De manera interesante,
la mitad de los pacientes presenta un tamafio tumoral basado en la clasificacion
TNM de T3. Incluso, el 72% presentd un Grado Fuhrman 3 y 4, sugiriendo que la
cohorte padece una etapa avanzada de la enfermedad. Ademas, el 68% de los
pacientes tenia una TFGe <90mL/min previo a la nefrectomia. Un resumen de los

datos clinicos de los pacientes se presenta en la Tabla 1.

Caracteristicas Clinico- Numero de pacientes
Histopatolégicas (n=50)

<57 29 58%

Edad
>57 21 42%
M 31 62%

Sexo
F 19 38%
Metastasis MO 29 58%
(TNM) M1 21 42%
Grado 1y2 14 28%
Fuhrman 3y4 36 720,
Tamafio T1y T2 25 50%
Tumoral (TNM) T3 25 50%
Progresion NP 36 72%
(<18 meses) P 14 28%
Sobrevida (<24 \Y 40 80%
meses) D 10 20%
<90mL/min 34 68%

TFGe

>90mL/min 16 32%

Tabla 1. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los pacientes con CCR
incluidos en la cohorte retrospectiva. Se presenta el nUmero de pacientes que
presenta cada variable clinica de interés. M: Masculino. F: Femenino. MO: Sin metastasis
al momento del diagnéstico. M1: Metéstasis al momento del diagndstico. NP: Sin
progresion de la enfermedad. P: Progresion. V: Vivos. D: Decesos. TFGe: Tasa de
Filtracién Glomerular estimada.
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Adicionalmente, se realizé un analisis comparativo entre la funcion renal residual
reportada por analisis histoldgicos y la (TFGe), la cual se calcul6 por la férmula de
MDRDA4. Este reporte es realizado por el departamento de patologia del INCan y
presenta la clasificacion del dafio renal de acuerdo con una tincién de H&E del tejido
adyacente al tumor. Se clasifica desde 0 como funcién renal normal, 1 como
glomerulonefritis, 2 nefritis tdbulo intersticial y 3 como otros (inflamacion croénica,

quiste simple, pielonefritis, atrofia, etc.).

En la Figura 1 se muestra las grafica de dot plot del analisis comparativo entre la
funcion renal residual (reportada por el departamento de histopatologia del INCan)
y la TFGe. En esta figura no se observan diferencias estadisticamente significativas,
sugiriendo que la evaluacion histolégica no es suficiente para determinar la funcion
renal del paciente. Por lo que es necesario evaluar la TFGe ya que nos da una mejor

estimacion de la funcion renal del paciente.
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Figura 1. Analisis de la funcién renal residual reportada por histopatologia vs TFGe. Se
muestran la gréafica de dot plot de la comparacion entre la TFGe y la clasificacion de la funcién
renal residual reportada por el departamento de patologia. O: funcion renal normal, 1:
glomerulonefritis, 2: nefritis tdbulo intersticial, 3: otros (inflamacion crénica, quiste simple,
pielonefritis, atrofia, etc.).
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Determinacion de fibrosis en los tejidos de pacientes con CCR

Con la finalidad de establecer y confirmar el area del tejido adyacente al tumor (TN)
y el tejido tumoral (TC), asi como la histologia, se realizé una tincion de Hematoxilina
y Eosina (H&E). Se presentan imagenes representativas de la tincion en la Figura
2. En estas imagenes se observa una tincion de color rosado en todas las
localizaciones béasicas donde la eosina se unié (citoplasma, membrana, lumen del
tubulo, etc.) mientras que la hematoxilina tifie de color morado las regiones acidas

(ndcleos).

TejidoAdyacente al
tumor (TN)

500um

Tejido Tumoral (TC)

Figura 2. Tincion de H&E de los tejidos de la cohorte retrospectiva. Se muestran las
imagenes representativas de la tincion con Hematoxilina y Eosina en el tejido adyacente al tumor
(TN) en el panel superiory en el tejido tumoral (TC) en el panel inferior. Debajo de las imagenes
se muestrael objetivo con el que fueron capturadas. El color rosarepresenta las regiones basicas
teflidas por la eosina, mientras que el color morado corresponde a las regiones acidas tefiidas
por la hematoxilina. T: Tabulos. G: Glomérulo.

Para determinar el grado de fibrosis en ambos tejidos, se llevo a cabo un a tincion
con Rojo de Sirio utilizando el Kit Sirus Red de Abcam en los tejidos de la cohorte
retrospectiva. En este ensayo se obtuvo una magnificacion de 5, 10 y 20x de
aumento, donde se recolectaron imagenes de las diferentes areas del tejido
adyacente al tumor (TN) y el tejido tumoral (TC) mostradas en la Figura 3.

Posteriormente, se calculé el porcentaje de area de fibrosis tefiida en color rojo en
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comparacion con el area total tefiida (tincion roja y amarilla) como se observa en la

Figura 4.

Tejido Adyacente al
tumor (TN)

Tejido Tumoral (TC)

Figura 3. Determinacion de fibrosis en los tejidos de la cohorte retrospectiva. Se muestran
las imagenes representativas de la tincion con rojo de Sirius en el tejido adyacente al tumor (TN)
en el panel superior y en el tejido tumoral (TC) en el panel inferior. Debajo de las imagenes se
muestra el objetivo con el que fueron capturadas. El color rojo representa las fibras de colagena
I 'y Ill tefiidas por el compuesto, principalmente de matriz extracelular (ECM) y presencia de
lesiones fibréticas.

En la Figura 3 se presentan las imagenes representativas de las tinciones en ambos
tipos de tejidos TN y TC. En esta figura se observan diferentes zonas de la tincion
de Rojo de Sirio; la coloracion roja representa la intercalacion del compuesto en las
fibras de coldgena | y Ill, mientras que el amarillo representa el citoplasma o, en
este caso, la region luminal de los tubulos renales. En las imagenes de TN se puede
observar un arreglo definido de los tubulos en el corte histoldgico e incluso se puede
observar un glomérulo, donde lo circunda una coloracion roja correspondiente a

matriz extracelular (ECM).

En el tejido tumoral (panel inferior de la Figura 3) se observa que la marca amarilla
no se presenta indicando el fenotipo del tumor de células claras. En estas imagenes
se representa la desorganizacion caracteristica de un corte de tumoral, donde ya no

se observan estructuras funcionales definidas como se tienen en TN.

Con las imagenes anteriores obtenidas en el microscopio y usando el programa

ImageJ, se calculé el porcentaje de fibrosis como porcentaje del area roja en
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relacion con el area total de la imagen, tomando al menos 4 zonas representativas
del tejido. En la Figura 4 se presentan los resultados de este analisis donde se
muestran las graficas de barras de los porcentajes de fibrosis en ambos tipos de
tejidos en la Figura 4A y 4B. Adicionalmente se realiz6 un analisis comparativo
entre TN y TC donde se presenta una diferencia significativa y un mayor porcentaje

de fibrosis en TN.
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Figura 4. Porcentaje de fibrosis en TN y TC en pacientes con CCR. A y B) Valores de
porcentaje de &rea obtenidos graficados de manera descendente. C) Dot plot de los valores

obtenidos donde se observa una diferencia significativa con una p<0.001.
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Andlisis del grado de fibrosis en la cohorte retrospectiva

Con los resultados del porcentaje de fibrosis de cada tejido, se realiz6 un analisis
entre los grupos de pacientes que presentaban una ERC antes de la nefrectomiay
los pacientes que mantenian una TFGe mayor a 90mL/min. Las imagenes
representativas de cada grupo de pacientes se muestran en la Figura 5A. Se
encontré que aproximadamente el 57% de los pacientes evaluados presentaban
una ERC previa a la nefrectomia reflejada en una disminucion en la TFGe menor a
90 mL/min. Ademas, hubo una diferencia significativa en el porcentaje de fibrosis en
ambos grupos como se muestra en la Figura 5B. Este mismo analisis se realizé en
TC sin mostrar diferencia significativa en el grado de fibrosis y su relacion con la

ERC, como se presenta en la Figura 5C.
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Figura 5. Andlisis del grado de fibrosis en TNy TC de la cohorte retrospectiva. A) Se
muestran las imagenes representativas de la tincion con rojo de Sirius en TN de acuerdo con la
aparicion de ERC (TFGe <90mL/min) en el panel superior y la ausencia de ERC (TFGe
>90mL/min) en el panel inferior. B) Imagenes representativas de la tincion en TC. C) Gréfica
dotplot de la comparacién del grado de fibrosis en TN entre los dos grupos donde se observa una
diferencia significativa con una p<0.05. D) Gréfica dotplot de la comparacion entre el grado de
fibrosis en TC entre los dos grupos donde no se observan diferencias significativas. n= 36



A pesar de no encontrar relacion entre la fibrosis y la apariciéon de ERC en el tejido

tumoral, se investigo si el grado de fibrosis tenia alguna relacion con la etapa y/o el

desarrollo de la enfermedad en los pacientes con CCR. En la Figura 6 se presentan

las diferentes variables clinicas con las que se asoci6é a la fibrosis, sin embargo,

solamente el tamafio tumoral y la progresidon mostraron diferencia significativa de

acuerdo con el grado de fibrosis de TC. En estos casos la disminucion del porcentaje

de fibrosis se asocié a un mayor tamafio tumoral, asi como a una progresion de la

enfermedad menor a 18 meses después de la nefrectomia. En la Tabla 2 se

presentan los valores de la media del grado de fibrosis para cada grupo, asi como

su desviacion estandar y los valores de “p” para las pruebas estadisticas en cada

variable clinica.

Variable clinica X (o] Valor de p
Metastasis MO 29.64 12.07 0,807
(TNM) M1 28.66 14.60 '
2 31.92 11.59
Grado
28.76 15.31 0.592
Fuhrman
4 26.40 10.11
) T1 37.23 6.43
Tamano
tumoral T2 32.04 14.89 *0.021
(TNM) 13 2385 12.30
Progresién NP  32.17 13.09 .
0.006
(<18 meses) p 20.12 8.25
Sobrevida 28.86 13.09 0.734
(>24 meses) D 30.48 13.72 '

Tabla 2. Analisis de asociacion entre las variables clinicas e histopatoldgicas y el grado

de fibrosis. Se presentan los valores de media y desviacion estandar del porcentaje de fibrosis
en las muestras; asi como los valores de p; con una significancia estadistica de *p<0.05.
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Figura 6. Analisis del porcentaje de fibrosis en TC con las variables clinicas asociadas al
CCR. Dot plot de los valores obtenidos donde se observa una diferencia significativa con una

p<0.05.
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Determinacion de marcadores asociados a ERC en pacientes con CCR

Proteinas asociadas al Cancer Renal

Con los marcadores propuestos se estandarizaron las inmunohistoquimicas con
diferentes concentraciones para cada anticuerpo presentadas en el Apéndice 1. Se
utilizaron dos sistemas: el sistema automatizado Ventana de Roche y el sistema
manual del kit Immunoperoxidase Secondary Detection System de Merk Millipore.
En la Figura 7 se muestran las imagenes representativas de las IHQ de cada
anticuerpo contra las proteinas usadas como marcadores en CCR en los dos tipos
de tejido TN y TC. Por otro lado, en la Figura 8 se presentan las imagenes
representativas de las IHQ de las proteinas propuestas como marcadores; las
cuales estan asociadas a la respuesta al estrés celular. Las imagenes fueron

tomadas a 20x con un objetivo digital de 5x y 10x (100x y 200x, respectivamente).

En estas imagenes se observa una coloracion café/amarillenta que representa las
zonas donde el anticuerpo primario se unié a la proteina de interés, sugiriendo una
expresion focalizada en diferentes regiones del tejido. En este sentido, observamos
gue la mayoria de los marcadores presenta principalmente expresion en los tubulos
en TN. Asi mismo, en TC observamos focos de expresion tanto en citoplasma
(contorno de las células claras) como en nucleo, lo que nos indica la condicion de
heterogeneidad tumoral. Ademas de encontrar en algunas zonas linfocitos
infiltrados, los cuales no presentan expresion de los marcadores como se observa

en el caso de VHL en TC (Figura 7).

Los resultados de IHQ de la proteina PAX8 (Figura 7) mostraron una expresion
nuclear en los tubulos de las nefronas. Incluso, parece aumentar su expresion en
las células cancerosas. Adicionalmente, se evalud la expresion de pVHL. Las
imagenes en la Figura 7 revelan una expresion citoplasmica tanto en los tubulos,
como en las células cancerosas. Incluso, esta expresion discrimina entre las células
tumorales y otros tipos celulares como infiltrados, lo que sugiere que esta proteina

mantiene una relacion estrecha con el rifién y el ccRCC.
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Uno de los blancos de pVHL es HIF-1a, esta proteina es un factor de transcripcion
gue se ubica principalmente en el ndcleo. Los resultados de la Figura 7 mostraron
una localizacion nuclear en las células cancerosas en mayor proporcion al tejido
adyacente al tumor. Sin embargo, esta expresidn resultd ser muy baja.
Adicionalmente se estudié a uno de los efectores de la via de HIF-1q, el factor de
crecimiento del endotelio vascular, VEGF. Esta proteina mostré una expresion
focalizada y granular en el citoplasma de los tubulos y de las células cancerosas
(Figura 7).

TN “
PAX8
TC
TN
VHL
TC
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Figura 7. Inmunoexpresion de las moléculas establecidas como marcadores de CCR. Se
muestran las imagenes representativas de la expresion por IHQ de las proteinas PAX8, VHL,
HIF-1a y VEGF en TN y TC de pacientes con cancer renal.

Aunado a los marcadores ya establecidos de CCR, se evalué la expresion de las
proteinas de estrés HSF1, Hsp90a y Hsp90B; las cuales se agruparon como
marcadores propuestos de CCR. Las imagenes representativas de cada proteina
se muestran en la Figura 8. El factor de transcripcion HSF1, se encontr6 expresado
en ambos tipos de tejido casi en la misma proporcién. De manera interesante, HSF1
también se localizé en el nlcleo de los glomérulos y no solo de los tubulos como se

habia observado con las moléculas evaluadas anteriormente.

55



TN "
HSF1 ;
TC
TN |
{500um,

Hsp90a

TC y

TN
Hsp90B

TC

Figura 8. Inmunoexpresion de las moléculas propuestas como marcadores de CCR. Se
muestran las imagenes representativas de la expresion por IHQ de las proteinas de estrés HSF1,
Hsp90a y Hsp90B en TN y TC de pacientes con cancer renal.
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Las proteinas de choque térmico han mostrado diferentes implicaciones tanto
biolégicas como clinicas. En este estudio se encontrd una expresion y localizacion
diferencial de ambas isoformas estudiadas. La proteina Hsp90a se encontrd
principalmente en citoplasma y nucleo de las células de los tubulos de la nefrona,
sin embargo, en el tejido tumoral no se detectd esta proteina. Por otro lado, la
proteina Hsp90B mostré una localizacion principalmente en citoplasma en TN,
mientras que, en TC, esta localizacion cambio a nuclear y citoplasma en

proporciones similares.

De manera interesante, el eje del estrés celular se ha estudiado ampliamente en el
desarrollo del cancer, asi como en la inflamacién y respuesta celular al estrés tal
como lo es la Enfermedad Renal Cronica; que como se mencion0 previamente,
existe una inflamacién de los tubulos que desencadena en la aparicion de la fibrosis
tubulointersticial. Por lo que HSF1 y sus blancos Hsp pueden participar de manera

importante en ambas enfermedades.
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Proteinas asociadas a la ERC

La determinacion de las proteinas asociadas a ERC, se presentan en la Figura 9.
Para la proteina Hsp72 se realizaron IHQ para determinar su localizacion y niveles
de expresion. Sin embargo, para las proteinas KIM-1 y TGF[, se determind su
expresion mediante WB, ya que su localizacion se da principalmente en el espacio
extracelular y en el caso de TGF la sefal obtenida por IHQ resulté difusa en la

ECM (Datos no mostrados).
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Figura 9. Inmunoexpresion de las moléculas propuestas como marcadores de ERC. Se
muestran las imagenes representativas de la expresion por IHQ (A) de la proteina de estrés
Hsp72 y por Western Blot (B) de las proteinas de secrecion KIM-1y TGF-.
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La proteina Hsp72 mantiene una estrecha relacién con Hsp90, esto se ve reflejado
en la localizacion y expresion en las células de los tabulos en la Figura 9A (panel
superior) donde se observa una mayor expresion en citoplasma en algunas células
de ciertos tubulos en comparacién con otros. Incluso se observa que en el glomérulo
la proteina Hsp72 se localiza en el ndcleo. Esto también se observa cuando

analizamos el tejido tumoral (TC).

Por otro lado, se analizé la proteina KIM-1 mediante Western Blot, de los tejidos
tumorales (TC) de los pacientes con CCR. KIM-1 ha sido reportada en biopsias
liqguidas tales como orina y plasma; por lo que es de interés estudiarla en estos
pacientes oncolégicos. En la Figura 9B, observamos que esta proteina mantiene
una expresion variable en todos los casos, incluyendo algunos en los cuales no se

detecta la proteina.

Adicionalmente, se evalud la expresion de la proteina TGF-f3, la cual mostré una
expresion variable en estos tejidos tumorales. Esta proteina es importante para la
sintesis de proteinas de ECM, la formacion de fibrosis y, por lo tanto, la aparicion
de ERC, en estos pacientes oncoldgicos. TGF- presenta dos isoformas principales
TGF-B1 y TGF-B2, las cuales participan en estos procesos. En la Figura 9B,
podemos observar en algunas muestras dos bandas que sugieren la deteccion de
ambas isoformas. En cuanto a los niveles de expresion, la mayoria de las muestras

no presenta niveles detectables de esta proteina.
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Al término de la estandarizacion de las inmunohistoquimicas de las proteinas
anteriormente mencionadas, se evalu6 la asociacibn entre los niveles de
inmunotincion (expresado como % de area de inmunoexpresion) y las variables

clinicas obtenidas de la base de datos de la cohorte.

Analisis de asociaciéon entre la proteina PAXS8 y las variables clinicas de CCR

Con los valores del % de inmunoexpresion obtenidos se realizaron graficas de
barras y de dot plot para comparar las diferentes variables clinicas con los niveles
de expresion de las proteinas analizadas. En la Figura 10 se presentan las gréaficas
de barras de los % de inmunoexpresion de PAX8. En el panel superior del lado
izquierdo, se presentan los resultados de ambos tipos de tejidos de manera
creciente en TN (barras azules). Del lado izquierdo se presenta la relacion de
TC/TN, donde se observa que la mayoria de los pacientes presentan una expresion

mayor en TC.

En el panel inferior se muestran las imagenes de IHQ de los casos representativos
de la cohorte. En estas imagenes también se observa una mayor expresion en el

tejido tumoral en comparacion con el tejido adyacente al tumor.
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Figura 10. Analisis del % de inmunoexpresion de PAX8 en las muestras de tejido de
pacientes con CCR. A) Se muestrauna graficade barras con el % de inmunotincion en TN (azul)
y TC (rojo) en orden creciente respectoa TC. B) Imagenes representativas de la inmunodeteccion
de PAXS8. En la parte superior se observan diferencias en la inmunotincion. En la parte inferior se
agrupan las diferentes variables clinicas mas representativas de cada tipo de tejido.

Adicionalmente, se realizé un andlisis comparativo entre los niveles de
inmunoexpresion de PAX8 y las diferentes variables clinicas de interés. En la Figura
11 se presentan las gréficas de dot plot de estos analisis. A pesar de no encontrar
diferencias significativas en la inmunoexpresion de PAX8 en ambos tejidos, se
observd una mayor expresiéon cuando se compard T3 vs Tl en la variable de
Tamafio Tumoral, esta misma tendencia se observo en el Grado Fuhrman. Incluso,
se encontré una mayor expresion en los pacientes que presentaban metastasis al
momento del diagnéstico, sugiriendo que PAX8 podria estar asociada la progresion

del cancer.
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Figura 11. Andlisis de la expresion de la proteina PAX8 con las variables clinicas. Se
muestran las graficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas

asociadas a CCR y la inmunoexpresion de PAX8. *p<0.05

62



Andlisis de asociacién entre la proteina VHL vy las variables clinicas de CCR

Para el analisis de VHL se llevo a cabo el procedimiento anterior. En la Figura 12
se presenta la gréfica de barras de la inmunodeteccién de la proteina VHL en las
muestras de cancer renal en los dos tipos de tejidos. En la Figura 12A, en la grafica
superior, se observa una mayor expresion de VHL en TN (barras azules) en
comparacion con TC (barras rojas). Un resultado similar lo podemos observar en la
imagen inferior, donde se graficé el radio de expresion de TC/TN. Estos resultados
sugieren que la mayoria de los pacientes sufre una pérdida del gen VHL como ya

se ha reportado anteriormente en los casos de ccRCC.

Adicionalmente, en la Figura 12B se observan cambios en la expresion de VHL
entre los dos tipos de tejidos. Incluso se puede observar que VHL también es Uutil
para detectar las zonas correspondientes al tumor (microfotografiainferior derecha).
Estos resultados sugieren que VHL se encuentra asociada principalmente al
desarrollo del tumor, ya que como se ha reportado anteriormente la pérdida del gen

se ha asociado al ccRCC.
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Figura 12. Andlisis del % de inmunoexpresién de VHL en las muestras de tejido de
pacientes con CCR. A) Se muestra una gréafica de barras con el % de inmunotincion en TN
(azul) y TC (rojo) en orden creciente respecto a TC. B) Imagenes representativas de la
inmunodeteccion de VHL. En la parte superior se observan diferencias en la inmunotincién. En
la parte inferior se agrupan las diferentes variables clinicas mas representativas de cada tipo de
tejido.



Con los resultados obtenidos del porcentaje de inmunotincion, se realizaron analisis
comparativos con las variables clinicas anteriormente reportadas. En la Figura 13
se presentan graficas de dot plot del analisis comparativo de la inmunodeteccion de
VHL. En este analisis se presenta una diferencia estadistica significativa cuando se
compara la expresion de VHL entre TN y TC, observando una disminucion de la
inmunodeteccion en TC. Estos resultados se respaldan con lo reportado
anteriormente, donde la mayoria de los pacientes con ccRCC presentan una
delecion del gen de VHL. Incluso esta tendencia a disminuir se presenta en las
variables asociadas a etapas avanzadas del cancer (Grado Fuhrman, Tamafio

Tumoral y Metéstasis).
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Figura 13. Anadlisis de la expresién de la proteina VHL con las variables clinicas. Se
muestran las gréaficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas
asociadas a CCR y ERC y la inmunoexpresion de VHL. *p<0.05
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Finalmente, se realiz6 el andlisis de la inmunodeteccién en los grupos de fibrosis de
ambos tipos de tejidos. En la Figura 14 se presentan las graficas de dotplot del
andlisis correspondiente. En este analisis no se encontraron diferencias entre los

grupos. Esto sugiere que VHL no participa en la formacion de matriz extracelular.

Fibrosis en TN Fibrosis en TC
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% de Inmunotincion
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Figura 14. Andlisis de la expresion de VHL vs el grado de fibrosis en ambos tipos de
tejidos. Se muestran las gréaficas de dot plot de la comparacion entre los diferentes grados de
fibrosis y la inmunoexpresion de VHL.

Andlisis de asociacién entre la proteina HIF-1a vy las variables de CCR

El analisis de los porcentajes de expresion de HIF-1a se presenta en la Figura 15,
donde en la gréafica superior se agrupan los resultados obtenidos de en orden
ascendente del % de inmunoexpresion en TN (barras azules). Adicionalmente, se
presenta una gréafica del radio de expresion de TN/TC, donde observamos que la
aproximadamente la mitad de las muestras presenta una expresion aumentada en
TN. En el panel inferior observamos que las imagenes de los casos mas
representativos no muestran diferencias aparentes en la expresion y localizacién de
HIF-1a, lo que sugiere que esta proteina puede no estar implicada en el desarrollo

y progresion de CCR.
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Figura 15. Andlisis del % de inmunoexpresion de HIF-1a en las muestras de tejido de
pacientes con CCR. A) Se muestra una gréafica de barras con el % de inmunotincion en TN
(azul) y TC (rojo) en orden creciente respecto a TN. B) Imagenes representativas de la
inmunodeteccion de HIF-1a. En la parte superior se observan diferencias en la inmunotincién.
En la parte inferior se agrupan las diferentes variables clinicas mas representativas de cada tipo

de tejido.



Posteriormente,

se realiz6 el

andlisis de asociacion del

porcentaje de

inmunoexpresion con las variables clinicas de interés mostrado en la Figura 16. En

este caso, como se habia mencionado anteriormente, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas, incluso entre los dos tipos de tejidos (TN TC). Sin

embargo, estos resultados pueden deberse al tamafio de la muestra, ya que para

este analisis se tuvo una “n” de 18 muestras.
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Figura 16. Analisis del % de inmunoexpresion de HIF-1a con las variables clinicas
asociadas a ERC. Se muestran las graficas de dot plot de la comparacién entre las diferentes
variables clinicas asociadas a CCR y la inmunoexpresion de HIF-1a. *p<0.05
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Andlisis de asociacién entre la proteina VEGF v las variables de CCR

Este analisis mostré una menor expresion de la proteina VEGF en el tejido tumoral,
contrario a lo que podria esperarse. Por otro lado, en el tejido adyacente al tumor,
se encontro en el citoplasma de los tubulos y en cimulos pequeiios. En la Figura
17 se presentan las gréaficas de los resultados obtenidos en orden creciente en TN.
También se presentan las IHQ de los casos representativos y sus variables clinicas
més importantes relacionadas al CCR.
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Figura 17. Analisis del % de inmunoexpresién de VEGF en las muestras de tejido de
pacientes con CCR. A) Se muestra una graficade barras con el % de inmunctincionen TNy TC
en orden creciente respectoa TC. B) Imagenes representativas de la inmunodeteccion de VEGF.
En la parte superior se observan diferencias en la inmunotincion. En la parte inferior se agrupan
las diferentes variables clinicas mas importantes de los casos.
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En cuanto al andlisis contra las variables clinicas de interés, mostrado en la Figura
18, la expresion disminuida de VEGF mostr6 una diferencia significativa en TC en
comparacion con TN. Sin embargo, no se encontraron mas diferencias significativas
en las demas variables asociadas al CCR. De manera interesante, se observé una
tendencia a disminuir la expresion de VEGF en las graficas de dot plot de Grado

Furhman y el Tamafio Tumoral.
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Figura 18. Analisis de la expresion de la proteina VEGF con las variables clinicas. Se
muestran las graficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas
asociadas a CCR y ERC y la inmunoexpresion de VEGF. *p<0.05
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Andlisis de asociacién entre la proteina HSF1 y las variables del CCR

Al ser el cancer una condicion de estrés se plante6 evaluar la inmunoexpresion En
la Figura 19 se presenta una grafica del andlisis del % de inmunoexpresién con un
nivel decreciente de izquierda a derecha. Ademas, se muestran imagenes
representativas de casos con diferentes variables clinicas asociadas al CCR y a
ERC vy distintos niveles de inmunoexpresion entre ambos tipos de tejidos (TN y TC).
En este sentido, no se observaron diferencias significativas entre ambos tipos de
tejidos, sin embargo, mostraron niveles de expresion altos, sugiriendo que ambos

se encuentran bajo una condicion de estreés.
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Figura 19. Andlisis del % de inmunoexpresion de la proteina HSF1. A) Se muestra una
graficade barras con el % de inmunoexpresion en TNy TC en orden decreciente respectoa TC.
B) Imagenes representativas de la expresién del factor de choque térmico (HSF1) en la parte
superior donde se observan diferencias en la inmunotincion. En la parte inferior se agrupan las
diferentes variables clinicas mas importantes de los casos

Al obtener el porcentaje de inmunotincién de todos los casos, se realizdé un analisis
estadistico multivariado y entre grupos para determinar la asociacion entre el

porcentaje de inmunotincion y las variables clinicas asociadas al CCR y a la ERC.
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En la Figura 19 se presentan las graficas de dot plot correspondientes al analisis
estadistico con las variables clinicas. Los resultados obtenidos solamente
mostraron una diferencia estadistica significativa cuando se comparo el Grado
Fuhrman 2 contra el Grado Fuhrman 4; mostrando un aumento de expresion en este
ltimo grupo. Este aumento de la expresién de HSF1 nos sugiere un aumento en la
expresion de las proteinas de choque térmico, en particular de Hsp90, ya que HSF1

es el principal factor de transcripcion de las proteinas de choque térmico.

Finalmente, se realiz6 un analisis comparativo entre la inmunoexpresion de HSF1
en los dos grupos de fibrosis, donde un valor menor al 30% corresponde a una
proporcion fisiolégica de ECM, mientras que un valor mayor lo consideramos como
fibrosis. En la Figura 20 se presentan las graficas de dot plot correspondientes al
analisis de fibrosis en TN y TC. En esta figura observamos que existe una diferencia
significativa entre la expresion aumentada de HSF1 y el grado de fibrosis en el
tejido, esto posiblemente al estrés que genera la aparicion de fibrosis al remodelar
y aumentar la produccion de proteinas de la ECM y la disminucion del aporte de
nutrientes ya que puede generar un bloqueo en el suministro de nutrientes y por lo

tanto la sobrevivencia de las células.
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Figura 19. Analisis de la expresidon de HSF1 vs las variables clinicas. Se muestran las
graficas de dot plot de la comparacién entre las diferentes variables clinicas asociadas a CCR y

ERC y la inmunoexpresion de HSF1. *p<0.05.
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Figura 20. Anédlisis de la expresion de HSF1 vs el grado de fibrosis en ambos tipos de
tejidos. Se muestran las graficas de dot plot de la comparacion entre los diferentes grados de
fibrosis y la inmunoexpresion de HSF1. p<0.05

Andlisis de asociacién entre la proteina Hsp908 vy las variables del CCR

Uno de los blancos principales de HSF1 es la proteina Hsp90, la cual presenta dos
isoformas mayoritarias: Hsp90a y Hsp90B. Al observar una expresion aumentada
de este factor de transcripcion se evaluaron ambas isoformas. Hsp90B es la
isoforma constitutiva y se encuentra principalmente en el citoplasma. Sin embargo,
se sabe que cada isoforma puede presentar diferentes localizaciones subcelulares
segun la funcion que ejerzan. En este estudio, se encontré que Hsp90B se
localizaba tanto en citoplasma como en el nacleo en TN, mientras que, en TC, esta
proteina cambiaba al ndcleo. En este sentido la cuantificacion del porcentaje de
inmunotincion se realizé6 tomando en cuenta ambas localizaciones. La Figura 21, en
el panel superior presenta las gréficas del porcentaje de inmunoexpresion obtenido;
a la izquierda se grafic6 de manera ascendente en TC. En la grafica derecha se
grafica el valor obtenido cuando se compard la expresion en TC contra TN. En esta
grafica observamos que la mayoria de las muestras presenta una mayor expresion
en TC.

En la Figura 21B, se muestran los casos mas representativos de la cohorte, donde
observamos que esta proteina se expresa tanto en citoplasma como en el nicleo

de las células. Sin embargo, al observar la imagen del caso de etapa avanzada y
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peor pronostico (panel extremo derecho) encontramos que la proteina Hsp90fB se

encuentra disminuida en el citoplasma de las células tubulares (TN) asi como en el

ndcleo.
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Figura 21. Analisis del % de inmunoexpresién de la proteina Hsp90B. A) Se muestra una
graficade barras con el % de inmunoexpresion en TNy TC en orden decreciente respectoa TC.
B) Imagenes representativas de la expresion de la proteina de choque térmico beta (Hsp90B) en
la parte superior donde se observan diferencias en la inmunotincion. En la parte inferior se
agrupan las diferentes variables clinicas mas importantes de los casos.

Posteriormente, se realizd el andlisis de asociacibn entre el porcentaje de
inmunoexpresion y las variables clinicas asociadas al CCR. En la Figura 22 se
presentan las graficas de dot plot donde no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en los grupos. Sin embargo, se observa una
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tendencia a disminuir en las etapas avanzadas del CCR como la Metastasis, Grado

Fuhrman 4, T3, Progresién y los Decesos en la cohorte. Para obtener resultados

mas concluyentes, es necesario aumentar el nimero de muestra.
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Figura 22. Andlisis de la expresién de Hsp90B vs las variables clinicas. Se muestran las

graficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas asociadas a CCR y

la inmunoexpresion de Hsp90R. *p<0.05.
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Andlisis de asociacién entre la proteina Hsp90a vy las variables de CCR

Al ser la isoforma inducible, se ha reportado que Hsp90a se presenta en etapas
tempranas del cancer y se ha asociado a la malignidad de las células cancerosas.
En la evaluacion realizada, se encontré que la proteina se encuentra en menor
cantidad en TC como se observa en las graficas de la Figura 23 en el panel superior.
Incluso encontrando una diferencia significativa entre los dos tipos de tejidos. En el
panel inferior de la Figura 23, se presentan los dos tipos de tejido con diferentes
niveles de expresion, donde observamos de izquierda a derecha un aumento en los

niveles de la proteina Hsp90a.

Adicionalmente, se encontré6 un marcaje de esta proteina principalmente en el
citoplasma de las células tubulares e incluso cuando la expresidon aumenta, la
proteina se localiza en el nacleo. Por otro lado, en TC la expresion de la proteina es
principalmente nuclear y en niveles altos de expresion, la proteina se encuentra mas
concentrada en el nucleo, pero también se puede observar en el citoplasma. Estos
datos sugieren que Hsp90a tiene un papel importante y diferencial al de Hsp90B en

el CCR e incluso puede tener una implicaciéon en la ERC.

79



Inmunoexpresion de Hsp90a TNvs TC
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Figura 23. Analisis del % de inmunoexpresion de laproteina Hsp90a. Se muestra una grafica
de barras con el % de inmunoexpresién en TNy TC en orden decreciente respectoa TN. En el
panel inferior se presentan imagenes representativas de la expresion de la proteina de choque
térmico alfa (Hsp90a, por sus siglas en inglés) donde se observan diferencias en la
inmunotincion. *p<0.05

Andlisis de asociacién entre la proteina Hsp72 v las variables de ERC

Una de las proteinas principales para estudiar la ERC es la proteina Hsp72, la cual
se ha encontrado asociada a Hsp90 e incluso se utiliza como marcador de AKI, por
lo que es de interés su estudio en el diagnéstico de la ERC. En el presente estudio
se determinaron algunas muestras mediante IHQ, donde se encontr6 que TN
presenta una mayor expresion de Hsp72 en comparaciéon con TC, con una
diferencia estadisticamente significativa (Figura 24A). Esto sugiere que Hsp72

estaria involucrada mas en el desarrollo de la ERC que en el CCR.
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Figura 24. Andlisis del % de inmunoexpresion de la proteina Hsp72. A) Se muestra una
grafica de barras con el % de inmunoexpresién en TNy TC en orden creciente respectoa TN.
Una gréficade barras de la relacion del % de inmunoexpresion de TC/TN. Y en el panel inferior
se presentala grafica de dot plot del analisis de la inmunoexpresion entre ambos tipos de tejidos.
B) Imagenes de IHQ de los casos mas representativos de los casos con las variables clinicas
principales *p<0.05




Adicionalmente, en la Figura 24B se muestran las imagenes de IHQ de los casos
mas representativos de la cohorte. Donde observamos una mayor expresion de
Hsp72 en el citoplasma y nucleo de las células tubulares e incluso se localiza en el
nacleo de las células del glomérulo. Por otro lado, en TC observamos que la
localizacion cambia principalmente a nuclear donde existen menos células que
expresan esta proteina. Estos resultados sugieren papeles diferenciales entre
ambos tipos de tejidos. Sin embargo, se requieren de mas muestras para obtener

resultados concluyentes.

Andlisis de asociacién entre la proteina KIM-1 vy las variables de ERC

Para el andlisis de esta proteina se tomaron los resultados de densitometria de
pixeles tefiidos en las imagenes de Western Blot. Posteriormente, se grafico la
relacion de KIM-1 sobre GAPDH. En la Figura 25 se presentan las imagenes
representativas del Western Blot realizado donde observamos una expresion
variable en todas las muestras. Ademas, en el panel inferior se presenta la gréafica

de los resultados obtenidos por densitometria.
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Figura 25. Andlisis densitométrico de la proteina KIM-1. Se presenta una imagen
representativadel Western blot de KIM-1. En el panel inferior, se muestra una graficade barras
con la densidad 6ptica (D.O.) obtenida en TC en orden creciente.

Posteriormente, se utilizaron los resultados de densidad éptica para el analisis de
asociacion con las variables clinicas asociadas tanto a CCR como a ERC. En la
Figura 26 se presentan las gréficas de dot plot de analisis con las variables clinicas
asociadas a CCR. En estas graficas no observamos diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo, observamos una tendencia al aumento de esta proteina

en el grupo de Metéstasis, Grado Fuhrman 4 y Progresion.

A pesar de no encontrar asociacion de KIM-1 con las variables asociadas a CCR,
se buscé analizar su asociaciéon con la ERC, donde se han reportado hallazgos
interesantes de esta proteina. En la Figura 27 se presentan las graficas de dot plot
del analisis con las variables clinicas asociadas a ERC. En este analisis no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Sin embargo, el aumento de la proteina KIM-1 se encontrd relacionada con una
TFGe menor a 90mL/min *1.72m? como ya se ha reportado anteriormente. Mientras

gue el analisis con la fibrosis en TC no mostré cambios en la expresion en ambos
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grupos. Para tener resultados mas concluyentes es necesario aumentar el nimero

de muestras analizadas.
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Figura 26. Andlisis de la expresion de KIM-1 vs las variables clinicas asociadas a CCR. Se
muestran las gréaficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas
asociadas a CCR y la inmunoexpresién de KIM-1.

84




TFGe Fibrosis en TC

2.0 q

@ 204
T T
) m]
o 1 o
< < ]
%) 0
gl 04 EI 1.0
X @ < A
. _ . 00
o) S
o @ o o
0.5 e R e 0.5 —r e 00
00
@ ]
0.0 T . 0.0 T
=>90mL/min @ <90mL/min <30% o »30%

Figura 27. Andlisis de laexpresiéon de KIM-1 vs las variables clinicas asociadas a ERC. Se
muestran las graficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas
asociadas a ERC y la inmunoexpresion de KIM-1.

Andlisis de asociacién entre la proteina TGF-8 vy las variables de ERC

La proteina TGF-B participa principalmente en la formacién de ECM, sin embargo,
se sabe que puede participar en vias inflamatorias y de proliferacién a través de sus
vias no canonicas. En este estudio se buscé analizar la expresion de esta proteina,
ya que, como se mencioné anteriormente, un evento subyacente a la aparicion de
la ERC es la fibrosis, la cual disminuye la funcionalidad de las nefronas, lo que
conlleva a la disminucion de la TFGe, un evento que se respald6 en este estudio
(Figura 5).

En la Figura 28 se observan las imagenes representativas del Western Blot de TGF-
B. Donde observamos una expresion variable en todas las muestras. De manera
interesante, pocas muestras mostraron una expresion detectable de esta proteina.
En el panel inferior se presenta la gréafica obtenida de densitometria de esta proteina

en orden creciente de expresion.

Posteriormente, con los datos obtenidos de densitometria se realizaron los analisis
estadisticos de asociacion de la expresion de TGF-f y las variables clinicas
asociadas al CCR y a la ERC. Los resultados y las gréaficas de dot plot se presentan
en la Figura 29 y en la Figura 30, respectivamente.
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Figura 28. Analisis densitométrico de la proteina TGF-B. Se presenta una imagen
representativadel Western blot de KIM-1. En el panel inferior, se muestra una graficade barras
con la densidad optica (D.O.) obtenida en TC en orden creciente.

El analisis de asociacion con las variables clinicas asociadas al CCR no mostr
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura 29). A pesar de
ello, observamos una tendencia a aumentar su expresion en el grupo de Metastasis
y la Progresion del CCR. Sin embargo, se requiere aumentar el nUmero de muestras

para obtener resultados mas concluyentes.

Por otro lado, se buscé determinar la asociacion de la expresion de TGF-B y las
variables clinicas asociadas a la ERC, donde anteriormente ya se han reportado
hallazgos interesantes, incluido este estudio donde se asocié la fibrosis con la

disminucién de la TFGe.

86



20 4

Metastasis

T

[

a

< 1

Q

= un

S

O
000
000
T
CO00

0.0 T

o MO

Grado Fuhrman

T o
o
n— 5
L s
Q
o o
= 04
%
o
O s &
O
e &)
o
0.0 T T T
GF2 ©¢ GF3 © GF4
Sobrevida
20+
T
@)
O 15
<C
Q
N 5]
E 1.0 4
X
o
o 0.5
o0
o0
0.0 T T
Vivos @ Decesos

D.O. KIM-1/GAPDH

D.O. KIM-1/GAPDH

20~

0.0

Tamano Tumoral

0.5 -

0.0

o

@

®

i &

T OO
TOT
T1 T2 ® T3
Progresion
NP -

Figura 29. Andlisis de la expresion de TGF-B vs las variables clinicas asociadas a CCR. Se
muestran las gréficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas
asociadas a CCR y la inmunoexpresion de TGF-.

En la Figura 30 se presentan las graficas de dot plot del andlisis de asociacion entre

la expresion de TGF-B y las variables clinicas asociadas a la ERC. En esta figura,
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observamos una diferencia estadistica significativa en el andlisis con la TFGe,
donde un aumento en la expresion de esta proteina se asocié con la disminucién de
la TFGe vy, por lo tanto, un mayor riesgo a padecer ERC. En cuanto a la fibrosis no
se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, se observo

una tendencia a aumentar cuando se analizé el grupo de mayor grado de fibrosis.
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Figura 30. Analisis de laexpresion de TGF-Bvs las variables clinicas asociadas a ERC. Se
muestran las graficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables clinicas
asociadas a ERC y la inmunoexpresion de TGF-§. *p<0.05

Estos resultados sugieren que TGF-B puede ser una molécula de interés como
marcador de pronéstico de la ERC en los pacientes oncoldgicos al momento de la
nefrectomia, asi como ser parte del panel de marcadores de ERC aunado a la

fibrosis, la TFGe y el analisis de KIM-1.

Andlisis de la expresion del gen HSP90AA1

Finalmente, se realizé el analisis por gRT-PCR del gen HSP90AAL. Una de las
proteinas que mostraron un interés previamente en este estudio. Ademas, en otros
estudios el gen ha mostrado tener ser importante en el desarrollo del cancer, asi
como tener relevancia clinica en estos pacientes oncoldgicos. Por esta razon se
busco investigar la implicacion del gen de HSP90AAL, ya que también se ha
encontrado en biopsias liquidas, una técnica que es de interés para el grupo de

laboratorio y se tiene como perspectiva del presente estudio.
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En la Figura 31 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion relativa
(CR) del gen HSP90AAL, donde se grafico el logl0 de estos resultados en orden
ascendente comparando la expresion en TC contra TN. En esta grafica los
resultados menores a 0 representan las muestras que tienen una menor expresion
en TC en comparacion con TN. En la gréfica inferior de dot plot, se observa el
analisis estadistico de los resultados donde observamos que existe una diferencia
estadistica significativa en la expresion aumentada de HSP90AAL en TC cuando se

comparo con TN.
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Figura 31. Analisis de la cuantificacién relativa (CR) del gen HSP90AAL. Se muestra una
grafica de barras con el log10(CR) de la expresion en TC/TN en orden creciente. En el panel
inferior se presenta la graficade dotplot del andlisis comparativo de la expresion en ambos tipos
de tejidos. **p<0.001
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Al observar una mayor expresion del gen HSP90AAL en TC, se realizd el analisis
de asociacion de la expresion del gen HSPO0AAL y las variables clinicas asociadas
al CCR. En la Figura 32 se presentan las gréaficas de dot plot de este analisis. No
se encontraron diferencias significativas en las variables clinicas evaluadas. Sin
embargo, observamos una tendencia a disminuir su expresion en el grupo de
metastasis y en los pacientes que progresaron. De manera contraria, la expresion
aumentada del gen se observé en los grupos asociados al tumor tales como el
Grado Fuhrman y el Tamafio tumoral. Estos resultados sugieren que la evaluacion
de los genes de las proteinas evaluadas puede proporcionar mas informacion sobre
la biologia del CCR, asi como su implicacion clinica funcionando como marcadores

de esta patologia y pueden ser evaluados a través de biopsias liquidas.
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Figura 32. Analisis de la expresion de HSP90AAL vs las variables clinicas asociadas a
CCR. Se muestran las gréficas de dot plot de la comparacion entre las diferentes variables
clinicas asociadas a CCR y la expresion relativa de HSP90AAL.
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Xl.  Discusion
En el presente estudié se analiz6 la implicacion de diferentes marcadores de ERC
en pacientes con CCR, para finalmente establecer un panel de prondstico de
progresion o riesgo a padecer ERC. Inicialmente al analizar los datos demograficos
de la cohorte, se encontré una mayor predisposicion en hombres frente a mujeres
con una relacion 2:1 respectivamente. Esto es algo que ya se ha reportado
anteriormente por diferentes estudios~343 incluyendo a Global Cancer Observatory.
Adicionalmente, nuestra cohorte present6 una edad menor a la media a nivel global,
sugiriendo que en el INCan la poblacion donde se detecta el CCR es mas joven.
Por otro lado, la mitad de la cohorte se ubicé en el Tamafio Tumoral T3 (el cual se
clasifico en este estudio como etapa avanzada), de acuerdo con el TNM; y el 72%
tenia un Grado Fuhrman 4. Por lo que nuestra cohorte de pacientes pertenece a
una muestra de grado avanzado de CCR. Estos resultados se relacionan a los
estudios demograficos realizados anteriormente donde mencionan que la mayoria
de los pacientes que se diagnostican, se encuentran en una etapa avanzada de la
enfermedad.? Finalmente, se evalué la sobrevida a 2 afios y la progresion,
mostrando que la mayoria de los pacientes sobrevivia a la enfermedad y no
progresaba después de la nefrectomia. Lo cual también ha sido reportado

anteriormente. 150119

A pesar de que los pacientes ya no recurren al cancer, también se ha reportado que
la mitad de los pacientes oncoldgicos presentan una disminucion en la TFGe, e
incluso es la segunda comorbilidad més frecuente en estos pacientes seguida de
las enfermedades cardiacas.?®°05%5" Nuestro estudio apoya estos resultados, ya
gue se observo que mas de la mitad de los pacientes (68%) presentaba una TFGe
<90mL/min, indicando que estos pacientes tenian un mayor riesgo a padecer ERC.
Incluso, 3 meses después de la nefrectomia, la mayoria de los pacientes ya la
padecen. Adicionalmente, se evaluaron los niveles de creatinina reportados por el
laboratorio clinico del INCan, para poder comparar su comportamiento al momento
de la nefrectomiay 3 y 12 meses después de esta con los valores de TFGe
calculados. Este analisis no mostro diferencias significativas en los niveles de

creatinina, manteniendo el mismo comportamiento durante los diferentes tiempos
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evaluados. Por otro lado, la TFGe mostré cambios significativos en los tres tiempos
y, como se menciond anteriormente, mostrando que los pacientes 3 meses después
de la nefrectomia se encuentran en una etapa 2 de la ERC, con una TFGe
<60mL/min. Nuestros resultados resaltan la importancia de estudiar la aparicion de
la ERC en los pacientes oncoldgicos y la evaluacion de los pardmetros necesarios
para su deteccion, asi como la necesidad de encontrar nuevos marcadores que

predigan su aparicion.

Al conocer la importancia de la evaluacion de la TFGe y la aparicion de ERC en los
pacientes con CCR, se evalué un evento subyacente a la ERC, el aumento de la
fibrosis en las nefronas. Para determinar esta relacion, a través de la tinciébn con
Rojo de Sirio se determing el porcentaje de fibrosis encontrando un mayor grado en
TN en comparacion con TC. Estos resultados se apoyan con lo mencionado
anteriormente, ya que también se evalud el grado de fibrosis en TN en los diferentes
grupos de ERC, mostrando que la fibrosis aumentada se asocié a un mayor riesgo
a padecer ERC con TFGe <90mL/min. Otros estudios han reportado la relacion de
la fibrosis con la ERC con resultados similares sugiriendo que la fibrosis puede ser
un marcador prondstico y diagndstico de la ERC. 798283105120 |nclyso, esta aparicion
de fibrosis nos puede ayudar a entender la relacion entre la ERC y el CCR y a

identificar nuevos marcadores asociados a la ERC.79:83.105120,121

Adicionalmente, se buscoé investigar sobre la relacién de la fibrosis en el CCR. En
este caso, se han reportado diferentes resultados y teorias contradictorias sobre la
aparicion de la fibrosis en los tumores. Algunos reportes mencionan que la fibrosis
es un factor que previene la progresion del cancer, ya que, al ser una condicién de
estrés, la inflamacién recluta a las células del sistema inmune, finalizando en la
formaciéon de ECM, por lo que se disminuyen los eventos de crecimiento y
proliferacidbn de las células cancerosas, por inhibiciébn directa o deprivacion de
nutrientes®:8.122 pPor otro lado, se menciona que la fibrosis puede ser un evento
gue ayude a la progresion del cancer, ya que los miofibroblastos que estan cercanos
al tumor necesitan activarse para generar proteinas de la ECM. Esta activacion de

miofibroblastos a fibroblastos requiere de un evento bien conocido en cancer, la
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transicion epitelio mesénquima (EMT). Por lo que, al activarse los miofibroblastos al
recibir sefiales de EMT, estas sefiales también llegarian a las células cancerosas
activandolas y ayudando en su crecimiento, proliferacion y posterior metastasis a
otros 6rganos.81-86120 En este estudio se encontrd una relacién entre un menor grado
de fibrosis y un mayor tamafio tumoral en T3, Grado Fuhrman 4 y la progresion de
la enfermedad. Estos resultados sugieren que un grado de fibrosis aumentado
previene la progresion y desarrollo del cancer, por lo que nuestro estudio apoya la

primera hipotesis planteada anteriormente.

Con los resultados de fibrosis, podemos sugerir que la evaluacion de este evento
en ambos tejidos nos puede permitir predecir la progresion de la ERC y del CCR, a
través de la tincibn de ambos tipos de tejidos. Sin embargo, la evaluacion de las
biopsias de tejido es una técnica invasiva y no permite el seguimiento del paciente.
Por lo que surgio el interés de evaluar marcadores moleculares asociados tanto a
la ERC, al CCR y a la fibrosis.

En este sentido, se evaluaron diferentes proteinas determinadas como marcadores
de CCR, algunas propuestas por el grupo de investigacion y marcadores asociados
a ERC y a la fibrosis. Inicialmente, se valud la expresion del factor de transcripcion
PAX8, el cual funciona en la clinica para identificar sitios metastasicos de un tumor
renal primario. Adicionalmente, se ha asociado su expresion a la regulaciéon
epigenética de diferentes factores activadores de la proliferacién celular. 344123124
En nuestro estudio se encontré una tendencia a aumentar en los grados avanzados
de la enfermedad como el Grado Fuhrman y el Tamafio Tumoral de la clasificacion
TNM. Estos resultados sugieren que la expresion aumentada de PAX8 puede
ayudar en la determinacion de la etapa del cancer, ademas de su utilidad en la

clinica para identificar sitios metastasicos.

Posteriormente se evalué la proteina VHL, la cual mostré6 una disminucion
significativa en TC en comparacion con TN. Incluso permitié identificar las células
tumorales del ccRCC de otros tipos celulares (Figura 7). Adicionalmente, se
observo una expresion disminuida en el grupo de metéstasis, lo que sugiere que

VHL puede prevenir el desarrollo del CCR. Incluso, se le ha conocido como supresor
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de tumores, es una de las mutaciones iniciales del ccRCC esporadico y la mutacién
de este gen es la causa del 4% de los casos hereditarios de ccRCC.%31149.119 por
lo anterior, se considera como un marcadorede ccRCC muy promisorio y de
principal interés para el estudio de la biologia del ccRCC. pVHL es parte de una
ubiquitina ligasa y tiene como blanco a HIF-1a, un factor de transcripcién que se
sobreexpresa en condiciones de hipoxia para promover, entre otras cosas, la
proliferacion celular y la angiogénesis. Por lo que es importante para el desarrollo
del cancer, ya que se ha demostrado que ambas isoformas HIF-1a y HIF-2a
participan de manera importante y contraria en la biologia del cancer renal y

especificamente del ccRCC.844:125.126

Un efector del supresor pVHL, es el factor pro-angiogénico VEGF, el cual es un
factor de crecimiento importante la angiogénesis. Los resultados mostraron una
mayor expresion de VEGF en TN en comparacion con TC, esto posiblemente al
evento de fibrosis donde las células de los tubulos sufren una deprivacion de

oxigeno activando la via de HIF.83105

Al ser el cancer una condicion de estrés, se propuso evaluar diferentes proteinas
asociadas al estrés celular. Una de las méas importantes, es el factor de choque
térmico (HSF1), el cual se sobreexpresa en condiciones de estrés. Los resultados
de IHQ mostraron una expresion similar en ambos tipos de tejidos, posiblemente a
gue TN se encuentra cercano a TC lo que le genera condiciones de estrés, asi como
el mayor grado de fibrosis presente en TN y el mayor riesgo de desarrollar ERC en
estos pacientes. Adicionalmente, se encontré una tendencia aumentar la expresion
de HSF1 en las variables de Tamafio Tumoral y Grado Fuhrman asociandose a una
etapa avanzada del cancer. Estos resultados se han reportado anteriormente,
donde también se ha evaluado como marcador del cancer y se ha demostrado que
Su expresion aumentada se asocia a una progresion del cancer y al estrés

cronico.127.128

Unos de los genes blancos principales de HSF1 es la familia de Hsp90, a la cual se
la ha llamado la chaperona del cancer.'® Esta familia de proteinas tiene a 4

isoformas, entre las cuales, las mas importantes son Hsp90a y Hsp90B y han
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mostrado tener papeles diferenciales en la progresion y el desarrollo del cancer. 3%~
133 Las microfotografias de las IHQ mostraron un comportamiento de Hsp90B
interesante: en TN se observé una expresion principalmente en citoplasma mientras
que en TC Hsp90pB se encontré de manera equitativa tanto en citoplasma como en
nucleo, sugiriendo que en el cancer tiene una actividad nuclear. En cuanto a los
niveles de expresion, en este estudio, la isoforma Hsp90B mostré niveles similares
en ambos tipos de tejidos, de manera similar a HSF1. Incluso, se encontré una
expresion disminuida de esta proteina en los pacientes con metastasis. Sugiriendo
gue su participacion es importante para la prevencion del desarrollo del CCR. La
isoforma Hsp90B es la isoforma constitutiva y se le ha asociado a la respuesta
adaptativa al estrés celular,**13" por lo que, en etapas tempranas del cancer, esta

isoforma se veria aumentada y al avanzar el cancer, su expresion disminuiria.

La isoforma Hsp90a es la isoforma inducible y por lo tanto su expresion se ha
asociado principalmente a un peor pronostico de la enfermedad. Incluso se ha
demostrado que se secreta en el medio extracelular funcionando como alarmina y,
ademas, interactuando con diferentes proteinas cliente. 132138-141 En este estudio se
encontré una mayor expresion en TN, ya que la proteina se encuentra localizada
tanto en nucleo como en citoplasma, en comparacién con TC donde se encontré
solo en el nlcleo de las células tumorales, sugiriendo un papel diferencial en el
desarrollo del CCR y la ERC.

En conclusion, la evaluacion de las proteinas de estrés HSF1, Hsp90a y Hsp90B
han mostrado ser marcadores predictivos de diferentes tipos de cancer y al observar
los resultados del presente estudio también se proponen como marcadores de CCR.
Incluso, Hsp90 interactla con todas las proteinas evaluadas en el presente
estudio, 3142 sugiriendo que Hsp90 y el estrés celular, puede ser un nexo entre la
ERC y el CCR. La propuesta como marcadores se ha evaluado en distintos tipos de
cancer y recientemente ha tomado mas popularidad para la prevencion y

diagndstico del cancer que como blanco terapéutico.?7:130.133.141

En cuanto a los marcadores de ERC, se evalu6 a la proteina Hsp72, la cual ya se

utiliza como marcador en la lesién renal aguda (LRA), pero podria tener un papel
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importante en la ERC, ya que esta proteina se acompafia de Hsp90 en todo
momento, proporcionando soporte a la interaccion entre Hsp90-cliente y también de

manera independiente al ejercer su funcion.108143

En este estudio, a pesar de contar con pocas muestras, se encontr0 que esta
proteina se encontro principalmente expresada en TN, tanto en citoplasma como en
el nucleo de las células tubulares, mientras que en TC su expresiéon cambio a
nucleo. Se ha reportado que esta proteina es importante para la respuesta
inflamatoria, por lo que el aumento encontrado en TN sugiere que Hsp72 podria
estar contribuyendo a la disminucién de la inflamacion de las células tubulares,
como ya se ha reportado anteriormente. #4145 Mientras que, en TC, se encontrd una
expresion disminuida; resultados que se asocian a lo mencionado anteriormente.
Incluso, la expresion cambid de localizacién a ser principalmente nuclear, sugiriendo
un papel diferencial en el CCR. Sin embargo, se sabe poco de Hsp72 y su

participacion en condiciones oncoldgicas.

Uno de los principales marcadores de ERC es la molécula de lesién al rifion 1 (KIM-
1, por sus siglas en inglés) la cual ya se ha reportado tener un papel diagnéstico en
la ERC y la LRA en diferentes estudios a nivel plasmatico, urinario y expresion
localizada.!0%146.147 En este sentido, buscamos evaluar la expresion de la proteina
en el tejido tumoral, donde, a pesar de no reportarse en la literatura, nos enfocamos
a la relacién de esta proteina con el microambiente tumoral y el paciente oncolégico,
ya gque se ha presentado en las biopsias liquidas de pacientes con ERC y CCR, lo

cual se tiene como perspectiva para el presente estudio.'#

En este estudio no se encontraron diferencias significativas en los analisis
estadisticos realizados. Sin embargo, el aumento de esta proteina en TC se
encontro relacionado a una etapa avanzada de la enfermedad (progresion, Grado
Fuhrman 4). Incluso en reportes anteriores, esta proteina se ha encontrado en
etapas tempranas del CCR, donde se ha observado una expresion aumentada en
plasma sugiriendo ser un marcador de deteccion temprana del CCR.1#4814 De

manera interesante, se ha reportado que KIM-1 puede ser una molécula que
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previene el desarrollo de la metastasis en pacientes con CCR,'* sugiriendo

diferentes papeles en todas las etapas del CCR.

Por otro lado, se analizaron las variables asociadas a la ERC, ya que, como se
menciona anteriormente, se ha encontrado en plasma y orina de estos pacientes y
de los pacientes oncoldgicos. En este estudio la expresion aumentada de KIM-1 se
encontrd relacionada a la disminucion de la TFGe como ya se ha establecido
anteriormente, %1% asi como a la fibrosis en el tejido renal de ratones.® Sin
embargo, en TC no se encontrd relacionada con este evento. En conjunto, estos
resultados sugieren un papel diferencial en ambas patologias. Por esta razén, el
estudio de esta molécula y el aumento del nimero de muestra es de interés del
grupo de investigacion para entender el papel de la proteina en el CCR y el

desarrollo de la enfermedad.

Otra molécula de interés es la proteina TGF-3, la cual participa principalmente en
procesos inflamatorios y la sintesis de matriz extracelular, por lo que se cree que es
importante en el desarrollo de la ERC. Sin embargo, se sabe que esta proteina
puede participar en la progresion del cancer favoreciendo la transicion epitelio
mesénquima (EMT) y la proliferacion celular, por su caracteristica de factor de

crecimiento a través de las vias no candnicas de esta molécula. 152153

En este estudio se busco analizar la relacion de esta proteina con la ERC, donde
se encontro relacionado un aumento de la expresion de TGF- con la disminucion
de la TFGe. Esta relacion se ha estudiado previamente, donde se ha determinado
gue la proteina participa en la formacion de fibrosis, un aumento en la apoptosis de
las células tubulares y, ademas, se ha relacionado la deprivacién de oxigeno con el
aumento de esta proteina. 815415 Adicionalmente, en un modelo felino, se estudié
a través de IHC la implicacion de TGF-f en gatos con CKD, donde se encontré que
una disminucién de la proteina'y cambio de localizacion en la nefrona se relacioné
a mayores valores plasmaticos de urea y creatinina y, por lo tanto, a la progresion
de la ERC.%’

Posteriormente, se realizo el analisis de asociacion de la expresion de TGF-B y las

variables clinicas asociadas al CCR, donde no se encontraron diferencias
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significativas. Sin embargo, esta proteina se ha asociado a la progresion del cancer,
ya que, a través de sus vias no candnicas puede promover la proliferacion y
migracion de las células cancerosas. 171%%Incluso, esta proteina se ha asociado a
Hsp90 a través de la via canénica de TGF-B para prevenir la fibrosis.'*® Por esta
razon, sigue siendo una molécula de interés para el estudio de su implicacién en el

cancer y la investigacion de las vias no canonicas poco conocidas.

Finalmente, se realizd el andlisis de la expresién del gen HSP90AAL, el cual ha
mostrado estar relacionado a la progresion del cancer y a la malignidad de las
células tumorales.®>19 Ademas, es una molécula promisoria para el andlisis en
biopsias liquidas. En este estudio, se encontré una mayor expresion del gen
HSP90AAL en el tejido tumoral en comparacion con el tejido adyacente al tumor.
Sin embargo, la proteina se encontré en bajos niveles en las muestras evaluadas.
Este fendmeno ya ha sido reportado previamente por nuestro grupo de laboratorio.
Sin embargo, no se han encontrado estudios sobre a relacion de esta isoforma con
el cancer renal, por lo que nuestros reportes pueden abrir nuevos campos de

investigacion en la biologia del cancer renal.
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XIl. Conclusiones

Los resultados mostrados sugieren que los pacientes que presentan un aumento en
el grado de fibrosis (>30%) en el tejido adyacente al tumor (TN), estan predispuestos
a desarrollar ERC al momento del diagnostico del CCR, ya que se observé una
TFGe <90mL/min en este grupo de pacientes, lo cual se relaciona a lo reportado
anteriormente. Por otro lado, el grado de fibrosis disminuido en el tejido tumoral (TC)
se asocio a un aumento en el tamafio del tumor y a la progresion del cancer renal,
posiblemente debido a que la fibrosis se asocia principalmente al deterioro de la
funcion del 6rgano dafiado y en el caso del tumor a un bajo aporte de nutrientes, ya

que puede funcionar como una barrera entre el tumor y el microambiente tumoral.

En cuanto a los marcadores moleculares, se encontré que no existia diferencia
estadistica significativa entre la expresion de HSF1 entre los dos tipos de tejido (TN
y TC), esto posiblemente a que el TN ya presenta un estrés previo debido a la
aparicion de la ERC y/o a la formacion de fibrosis, ya que, en esta ultima, se
encontré que el aumento de la expresion de HSF1 estaba asociada a un mayor
grado de fibrosis en TN. Por otro lado, la proteina VHL es util para diferenciar entre
los dos tipos de tejidos (TN y TC), ya que se encontré una diferencia estadistica
significativa en la expresion de esta proteina entre ambos tipos de tejido. Estos
resultados se asocian a los ya reportados anteriormente, donde una delecion del
gen de VHL se encuentra asociado al desarrollo del ccRCC desde las etapas

iniciales del cancer.

La proteina PAX8 mostro una mayor expresion en TC en comparacion con TN, esto
posiblemente a la desdiferenciacion celular de las células cancerosas, ya que esta
proteina participa en el desarrollo del rifibn. Ademas, se encontr6 una mayor
expresion en el tamafio tumoral 3 (T3) en comparacién con T1, sugiriendo que esta
proteina participa en el desarrollo del tumor. Por otro lado, el analisis de la proteina
VEGF mostro una mayor expresion en el tejido adyacente al tumor en comparacion

con el tejido tumoral. Sugiriendo que este tejido presenta un estrés previo,
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posiblemente por un mayor grado de fibrosis como se menciond anteriormente,

donde el tejido sufre eventos de hipoxia sobreexpresando a VEGF.

Adicionalmente, se evalud la inmunoexpresion de las proteinas de choque térmico
de 90kDa. Un blanco principal de HSF1. Se determino la inmunoexpresion de la
isoforma constitutiva Hsp90B, donde se encontré una tendencia a disminuir su
expresion en el grupo de pacientes con metéstasis cuando se compar6 con los
pacientes que no presentaban metéstasis al momento del diagnostico,
relacionandose con la adaptacion al estrés celular. Por otro lado, la isoforma Hsp90a
se encontr6 mayormente expresada en TN, donde mantiene principalmente una
localizacion citoplasmaética. Mientras que, en TC, se localizdé en nucleo, sugiriendo
una participacion diferencial en ambas patologias. De manera interesante, se
encontré que el gen de esta isoforma, HSP90AA1, se encontré6 aumentado en el
tejido tumoral, de manera contraria a la proteina. Esto sugiere un papel diferencial

en la biologia del cancer renal.

Los marcadores mencionados anteriormente, sugieren tener un papel importante en
el desarrollo del CCR y de manera interesante, podrian participar en la ERC, al
mantener una expresion significativa en TN. En este sentido, este estudio
representa un primer acercamiento para el establecimiento de un panel de

marcadores moleculares para el diagndstico y progresion del CCR.

En cuanto a los marcadores de ERC, se encontr6 un aumento en la expresion de
Hsp72 en TN en comparacién con TC, la cual estd asociada a la respuesta
inflamatoria, lo que sugiere estar participando en la prevencion de la ERC. De
manera interesante, también se encontrd una expresion localizada en el nucleo de
esta proteina en las células tumorales, sugiriendo una participacion diferente en el
CCR.

La proteina KIM-1 se encontré en TC y se relaciondé a una disminucion en la TFGe,
como ya se ha reportado anteriormente. También se encontré una asociacion con
el CCR, algo que recientemente se ha reportado, sin embargo, es necesario

aumentar el nUmero de muestras para obtener mayores conclusiones del estudio.
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La proteina TGF-Bf mostré una asociacidon en el aumento de expresion con la
disminucion de la TFGe como se ha reportado anteriormente. Ademas, esta
proteina mostré una tendencia a aumentar en los tejidos tumorales (TC) que
presentaban un mayor grado de fibrosis. Estos resultados sugieren que, en
conjunto, la fibrosis, el analisis de la TFGe, la determinacién de KIM-1y TGF-p

pueden ser un panel de marcadores para el diagndstico y pronéstico de la ERC.

Los marcadores mencionados anteriormente, sugieren tener un papel importante en
el desarrollo de la ERC y de manera interesante, podrian participar en el CCR, al
mantener una expresion significativa en TC. En este sentido, este estudio
representa un primer acercamiento para el establecimiento de un panel de
marcadores moleculares para el diagnostico y progresion de la ERC. Iniciando con
la determinacion de la fibrosis y los marcadores moleculares al momento del
diagnéstico del cancer y con un seguimiento como perspectiva del estudioa 3, 6y
12 meses para determinar la progresion a ERC y mantener un tratamiento integral

del paciente oncolégico teniendo como meta llegar a la medicina de precision.
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XIV. Apéndice

Anticuerpo #Cat IHC Western Blot
HSF1 sc-17756 1:100 N/A
VHL 556347 1:500 N/A
VEGF aBS82 1:3000 N/A
PAX8 ab191870 1:500 N/A
HIF-1a ab51608 1:200 N/A
Hsp90a sc-515081 1:500 N/A
Hsp90pB ab32568 1:20000 N/A
Hsp72 HSPO1 1:500 N/A
Hsp27 MAB88051 1:20000 N/A
KIM-1 Sc-166785 N/A 1:50
NGAL sc-518095 N/A 1:50
TGF-B sc-130348 N/A 1:50
GAPDH N/A 1:2000
Goat vs Rabbit N/A 1:10000
Rabbit vs Mouse N/A 1:10000

Apéndice 1. Anticuerpos utilizados para Inmunohistoquimica y Western Blot. Se muestrael
numero de catdlogo de los anticuerpos, asi como las diluciones utilizadas en las técnicas

mencionadas anteriormente. N/A: No Aplica.
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Apéndice 2. Imagenes representativas de los controles negativos (sin anticuerpo

primario) de las Inmunohistoquimicas
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TC
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