@ H] @Z]MAL ACTAS UROLOGICAS ESPANOLAS JUNIO 2002

EXPRESION DE LA PROTEINA p21ras EN EL
ADENOCARCINOMA RENAL LOCALMENTE
CONFINADO Y SUS IMPLICACIONES
PRONOSTICAS

A. TEJIDO SANCHEZ, J. PASSAS MARTINEZ, M. SANCHEZ CHAPADO*,
J.D. PIEDRA LARA, C. CAPITAN MANJON, P. RAMOS GUILLEN**,
O. LEIVA GALVIS

Servicio de Urologia. Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid. *Servicio de Urologia. **Servicio de
Anatomia Patoldgica. Hospital Universitario Principe de Asturias. Alcala de Henares. Madrid.

PALABRAS CLAVE:
p21. Adenocarcinoma renal. Inmunohistoquimica.

KEY WORDS:
p21. Renal cell carcinoma. Immunohistochemistry.

Actas Urol Esp. 26 (6): 408-412, 2002

RESUMEN

OBJETIVO: La proteina p21™s es codificada por los tres genes de la familia ras (H-, K- y N-ras), participando
en la regulacion del crecimiento y la diferenciacion celular. El objetivo de este estudio es determinar la expresion
de esta proteina en el adenocarcinoma renal localmente confinado, asi como sus relaciones con diferentes varia-
bles histopatolégicas y sus implicaciones prondsticas.

METODO: 58 adenocarcinomas renales, estadios pT1-T3a NO MO (TNM 1997), tratados mediante nefrectomia
radical o parcial con intencién curativa. Analizamos diferentes variables clinicas y anatomopatolégicas, asi como
la expresion de p21™s en tejido parafinado, mediante técnicas de inmunohistoquimica.

RESULTADOS: El porcentaje medio de ntcleos tenidos fue de 6,1%, con un rango comprendido entre 0 y 45%.
No obtuvimos asociacién estadisticamente significativa de la expresién de p21™ y el tamano tumoral (p=0,698),
el grado nuclear (p=0,676) o el estadio histopatolégico (p=0,095). El analisis de supervivencia tampoco demostré
diferencias significativas cuando estratificamos a los pacientes utilizando como punto de referencia el valor medio
de la muestra (p=0,134).

CONCLUSIONES: La expresion de p21™° no ha demostrado relacionarse con ninguna de las variables histo-
patolégicas analizadas; tamano, grado y estadio, ni con la supervivencia, por lo que esta proteina no parece rela-
cionarse con la evolucion del adenocarcinoma renal.

ABSTRACT

OBJECTIVE: The p21™ protein is encoded by the three ras genes (H-, K- and N-ras) and participate in the
regulation of normal cell growth and cell differenciation. The objective of this study is to determine the expres-
sion of this protein in locally confined renal cell carcinoma, as well as its relations with different histopathologi-
cal variables and their prognostic implications.

METHOD: 58 renal cell carcinomas, in pT1-T3a NO MO (TNM 1997) stages, treated by radical or partial neph-
rectomy with curative intention. We analysed different clinical and anatomopathological variables, as well as
expression of p21™ in paraffinated tissue, using immunohistochemical techniques.

RESULTS: The mean percentage of stained nuclei was 6.1%, with a range lying between 0 and 45%. We did not
obtain statistically significant association between expression of p217 and the tumour size (p=0.698), the nucle-
ar grade (p=0.676) or the histopathological stage (p=0.095). The survival analysis also did not show significant dif-
ferences when we stratified the patients using the mean value of the sample as reference point (p=0.134).

CONCLUSIONS: Expression of p21™s was not demonstrated to be related to any of the histopathological varia-
bles analysed: size, grade and stage, or with survival. Therefore, this protein does not appear to be related to the
evolution of renal cell carcinoma.
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Li proteina p217@s es codificada por los oncoge-
es de la familia ras. Dicha familia esta for-
mada por tres protooncogenes (H-ras, K-ras y N-
ras), un gen similar a estos denominado TC21, y
otros 50 genes relacionados que codifican protei-
nas analogas con actividad GTPasa que regulan
diversos procesos celulares. Tienen gran impor-
tancia en los procesos de carcinogénesis, gracias
a la produccion de diferentes proteinas G mono-
méricas de pequenio tamafo que participan en la
transduccion de la sefial proliferativa inducida por
factores de crecimiento y hormonas, cuando estos
se unen a sus receptores localizados en la mem-
brana celular. Ademas, han sido implicados en la
inhibicién de la apoptosis inducida por agentes
quimioterapicos y en la estimulacion de la angio-
génesis tumorall.

La presencia de mutaciones en los genes de la
familia ras se ha demostrado en el 30% de las neo-
plasias en humanos. Este porcentaje varia depen-
diendo del tipo de tumor; asi pues, estas mutacio-
nes aparecen en un porcentaje comprendido entre
el 50 y el 90% en el cancer de pancreas, en un 50%
en el cancer de colon y en el 40% de los semino-
mas. Sin embargo, esta presente en menos del 5%
de los carcinomas de mama, ovario y estomago?.

El objetivo de este estudio es determinar la
expresion de la proteina p21™ en pacientes con
adenocarcinoma renal en estadios localmente
confinados (pT1-3a, NO, MO), analizando su rela-
cién con diferentes variables histopatolégicas;
estadio, tamano y grado nuclear, asi como su
importancia pronostica.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de pacientes: Se han estudiado los
especimenes correspondientes a 58 pacientes
diagnosticados de adenocarcinoma renal, trata-
dos mediante cirugia con intencién curativa (radi-
cal o parcial). Incluimos en el estudio pacientes
con tumores renales en estadios histopatologicos
pT1, pT2 y pT3a (TNM 1997), y que no presenta-
ban margenes quirurgicos positivos. El segui-
miento minimo fue de 24 meses en el caso de que
no se objetivase recidiva tumoral, mientras que los
pacientes que presentaron recidiva fueron segui-
dos hasta su fallecimiento.

Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico:
En el estudio histopatolégico se consideraron los
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siguientes parametros para su analisis: tamano
tumoral, grado nuclear (utilizando los criterios de
Fuhrman), margenes quirurgicos, multifocalidad,
afectacion ganglionar y estadio.

La determinacion de la expresion de la protei-
na p217s se realizo en muestras de tejido tumo-
ral incluidas en parafina, que fueron cortadas
con un microtomo en secciones de 5 a 7 um, y
colocadas sobre los cristales. Los cristales fueron
calentados hasta 58° C entre 16 y 24 horas y
deparafinados con xilol, para ser posteriormente
rehidratados con etanol, en concentraciones
decrecientes. Se anadi6 peroxido de hidrégeno al
3%, siendo incubadas las muestras durante 5
minutos. A continuacion aplicamos el anticuer-
po primario, utilizando los anticuerpos monoclo-
nales anti-p21RAS, NCC-RAS-001 a una concen-
tracion de 1:60. Posteriormente se anadieron
unas gotas del anticuerpo secundario de la pre-
paracion (LSAB/HRP. Dako Diagnésticos S.A.) y
se incubaron de nuevo durante 10 minutos. Las
muestras fueron entonces cubiertas por fosfata-
sa alcalina e incubadas durante 10 minutos,
para aplicar después la solucion de substrato
cromogeno (substrato DAB. Dako Diagnésticos
S.A.) incubandose durante 5 minutos. Por ulti-
mo se realiz6 la contratincién cubriendo las
muestras con heatoxilina y montando éstas en
medio acuoso.

Valoracion de la expresion inmunohistoquimica:
Todas las muestras fueron evaluadas por dos
observadores independientes, sin saber en ningun
momento de que pacientes procedian, descono-
ciendo por tanto su evolucion clinica. Se utilizo
microscopia 6ptica, con un objetivo de x40 para
contabilizar el porcentaje de nuicleos teriidos en un
total de 600 células, distribuidas en 6 campos ele-
gidos al azar. La cuantificacion se realizé de forma
visual por los dos observadores de forma inde-
pendiente (300 células cada uno), calculandose el
porcentaje de tincion dividiendo el numero de
nucleos positivos por el numero total de células
contadas. (Fig. 1)

A efectos de estudio estadistico, establecimos
como punto de corte para p21™ el valor medio de
los porcentajes obtenidos en el total de la muestra.

Estudio estadistico: Para determinar la asocia-
cion entre variables se empleo el test de la Chi cua-
drado, siendo ésta sustituida por la prueba exac-
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FIGURA 1: Preparacion histologica en la que se aprecian

los niicleos de las células tumorales con tincion positiva
para p21 en color rojo.

ta de Fisher en el caso de muestras pequenas, asi
como comparacion de medias (T-test). Para anali-
zar la supervivencia se empleé el método de
Kaplan-Meier para construir las curvas de super-
vivencia y el test de Log-Rank. Como nivel de sig-
nificacién estadistico se consideré un valor de
p<0,05.

RESULTADOS

Estudiamos 58 pacientes diagnosticados de
adenocarcinoma renal, tratados mediante
nefrectomia radical o parcial con intencién cura-
tiva. De los pacientes analizados, 15 fallecieron
(25,8%), de los cuales 14 (24,1%) lo hicieron por
causa relacionada con su neoplasia, y 1 (1,7%),
lo hizo por causa ajena al tumor. Los 14 pacien-
tes fallecidos por causa tumoral presentaron
recidiva en forma de metastasis, principalmente
pulmonares (13 de los 14 casos). El tiempo medio
de seguimiento para toda la muestra fue de
45,4+31,7 meses, con un rango de 2 a 115
meses. El tiempo medio de supervivencia de los
pacientes fallecidos a causa de su tumor fue de
23,5+29,0 meses, con un rango de 2-103 meses.
El tiempo medio de seguimiento de los pacientes
vivos fue de 54,7+26,4 meses, con un rango de
24-108 meses.

Estudio histopatoldgico: Estudiamos 58 adeno-
carcinomas renales, siendo el tamarno medio de los
tumores de 6,4 cm, con un intervalo comprendi-
do entre 2 y 18 cm. De los 58 tumores, 23 (39,7%)
se trataban de estadios pT1, 12 (20,7%) fueron
estadios pT2, mientras que en otros 23 casos
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(839,7%) el estadio patologico fue pT3a. Segun el
grado nuclear, 13 de los tumores correspondieron
al grado 1 (22,4%), 26 al grado 2 (44,8%), 16 al
grado 3 (27,6%) y 3 al grado 4 (5,2%).

Expresion de p21™s: Obtuvimos un porcenta-
je medio de nucleos tenidos del 6,10%, con una
desviacion tipica de 7,74 y un intervalo com-
prendido entre 0,0% y 45%. La mediana fue de
4,0%, mientras que la moda fue de 0,0%. En 13
casos la tincién fue negativa (22,4%) siendo en 43
el porcentaje de nucleos teniidos inferior a la
media (74,13%), frente al 25,86% (15/58), que
presentaron porcentajes de tincion por encima de
ésta. (Fig. 2).

Asociaciones estadisticas: Analizamos la rela-
cion de la expresion de p21™* con distintos para-
metros clinicos e histopatolégicos, sin obtener
asociaciones estadisticamente significativas. Asi
pues, no obtuvimos relacion con el tamano tumo-
ral (p=0,698 IC95%:-2,504; 1,687), el grado
nuclear (p=0,6) o el estadio tumoral (p=0,676).
Para llevar a cabo el estudio de supervivencia
mediante curvas de Kaplan Meier dividimos la
muestra en dos grupos, segun el porcentaje de
nucleos estuviese por encima o por debajo del 6%.
No encontramos diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ambos grupos, con una p=0,134
(Fig. 3). Sin embargo si demostraron significacion
estadistica el tamano tumoral (p=0,03), el grado
nuclear (p<0,001) y la afectacién de la grasa peri-
rrenal (p=0,002).
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FIGURA 2: Diagrama de barras que muestra la distribu-
cion de los casos segun el porcentaje de niicleos positivos
para p21.
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FIGURA 3: Curvas de supervivencia segun el porcentaje de
nicleos teiiidos para p21, estableciendo el punto de corte
en el 6%.

DISCUSION

Los oncogenes de la familia ras, H-ras, K-rasy
N-ras estan localizados en los cromosomas 11, 12
y 1 respectivamente, y tienen un peso molecular
de 21,000 daltons. Codifican la proteina p217s,
compuesta por 188 aminoacidos, que participa en
laregulacion del crecimiento y diferenciacion celu-
lar, asi como en otras funciones como son la regu-
lacion de la actividad de proteasas, glicosilacion
de las glicoproteinas de la superficie celular, la
motilidad y la adhesion celular34.

La proteina p21 se localiza en la membrana
citoplasmatica, actuando como transductor de
sefnales externas gracias a diferentes receptores
nucleares, y emitiendo senales intracelulares que
provocan el crecimiento y proliferacién incontro-
lados de la célula tumoral. Para ello la proteina
p21 se une a GDP y GTP, con una actividad
GTPasa intrinseca. En situaciones de reposo celu-
lar esta proteina se encuentra unida a GDP; cuan-
do recibe una senal externa se libera de la GDP,
incorporando una molécula de GTP, lo que pro-
duce un mensaje que activa la proliferacion celu-
lar. En condiciones normales existe un equilibrio
entre p21-GDP y p21-GTP, sin embargo, al pro-
ducirse una mutacion en esta proteina se frena su
inactivaciéon intrinseca, por su incapacidad de
hidrolizar el GTP, con lo que se produce una situa-
ciéon de proliferacién incontrolada. Dicha muta-
cion suele ser puntual, generalmente de guanina
a timidina en el codon 12, 13 6 61, aunque tam-
bién se han demostrado sobreexpresiones y ampli-
ficacion de esta proteina®.
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La via Ras se ha relacionado con la transmisién
de senal generada por el receptor del factor de cre-
cimiento epidérmico. Yabunaka y cols.® utilizando
células renales neoplasicas SMKT-R3 in vitro,
introdujo en ellas un plasmido con el gen v-H-ras
objetivando un aumento de la actividad glucolipi-
do sulfotransferasa, frente a la demostrada en
células de control, lo que confirma esta hipétesis.

La presencia de mutaciones en el oncogén p21
ha sido demostrada en algunos tumores como el
carcinoma de vejiga” o el adenocarcinoma de
colon®, lo que provocaria que la proteina p21 pro-
ducida no fuese funcionante y por tanto, no pudie-
ra frenar el crecimiento celular incontrolado. En el
adenocarcinoma renal se ha puesto de manifiesto
la importancia de las mutaciones del oncogén K-ras
en tumores inducidos en animales de experimen-
tacion®1°, aunque dichas mutaciones no han sido
demostradas en tumores humanos!!12:13, Sin
embargo, en una serie de 36 tumores humanos
Kozma y cols.!* estudiaron la amplificaciéon de
K-ras demostrando la presencia de esta en 6 ade-
nocarcinomas renales (16,6%). Cuando analizaron
su relacion con diferentes parametros clinicos e
histopatologicos, demostraron que se relacionaba
con el grado histolégico y el tamano tumoral, lo que
sugiere que la amplificacién de K-ras se relaciona
con una mayor posibilidad de progresiéon tumoral.

En nuestro estudio determinamos la expresion
de la proteina p21 en una muestra de adenocarci-
nomas renales en estadio localmente confinado.
Para ello utilizamos el anticuerpo monoclonal anti-
P21RAS, NCC-RAS-001, que reconoce un epitopo
dentro de la region 126-140 de la porcion carboxilo
terminal de la proteina p2177, una regiéon peor
conservada en la proteina p21 codificada por K-y
N-ras. Obtuvimos una gran variabilidad en la expre-
si6n de p21 entre las muestras analizadas, estando
el intervalo comprendido entre el 0% y el 45%, con
una media del 6%. Cuando intentamos demostrar
la relacién de esta proteina con las diferentes varia-
bles histopatologicas determinadas no demostra-
mos que la p21 se asocie con el tamano tumoral, el
grado histologico o el estadio. Para el analisis de
supervivencia dividimos la muestra utilizando como
punto de corte la media de nucleos tenidos (6%),
obteniendo una mejor supervivencia en aquellos
pacientes que presentaban un menor porcentaje de
nucleos positivos, aunque los resultados no alcan-
zaron significacién estadistica (p=0,13).
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