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RESUMEN

INTRODUCCION Y OBJETIVO: La expresion del oncogén bcl-2 se relaciona con una resistencia aumentada de las célu-
las tumorales a la apoptosis, lo que prolonga su supervivencia y contribuye a su transformacion neoplasica. En el ade-
nocarcinoma renal todavia no se ha podido establecer su importancia en cuanto a la evolucion de estas neoplasias.
Nuestra intencion es determinar la expresion de la proteina bcl-2 y su relacion con diferentes variables clinicas y ana-
tomopatoldgicas, estableciendo su valor pronéstico.

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 anatomopatoldgicas, asi como la expresion
de bcl-2 en tejido parafinado, mediante técnicas de inmunohistoquimica, obteniendo una tincién citoplasmatica que se
valoré de forma cualitativa.

RESULTADOS: La tincioén para bcl-2 fue positiva en 44 de los 58 tumores analizados (62,1%), en distintos grados de
intensidad. En cuanto a la relacion de la expresion de bcl-2 con otras variables histopatolégicas, no encontramos aso-
ciacion estadisticamente significativa con el grado nuclear, tamano, estadio o posibilidad de recidiva tumoral. Agrupando
los tumores segun la intensidad de la tincién en dos grupos, tincién negativa y débil positiva, frente a tincién de inten-
sidad moderada e intensa, tampoco obtuvimos relacion entre bcl-2 y la supervivencia.

CONCLUSIONES: La expresion de bcl-2 no se relacioné con ninguna de las variables histopatologicas analizadas;
tamano, grado y estadio, ni con la supervivencia, por lo que esta proteina no parece relacionarse con la evoluciéon del
adenocarcinoma renal.

ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJETIVE: Bcl-2 is a proto-oncogene knonw to be a negative regulator of apoptosis, whose expres-
sion conferring prolonged cell survival and contributing to tumorigenesis. Inconsistent results concerning bcl-2 expres-
sion and the frecuency of apoptosis were noted in renal cell carcinoma. To investigate a possible role of bcl-2 protein in
renal cell carcinomas, we analyzed its expression and relationship with clinical and pathological parameters, including
prognostic impact.

METHODS: 58 patients diagnosed of renal cell carcinoma stage pT1, pT2 and pT3a NO MO (TNM 1997) were treated
by radical or partial nephrectomy. We analyzed clinical and pathological parameters including bcl-2 expression in paraf-
fin-embedded tumor samples using immunohystochemical technique.

RESULTS: Bcl-2 immunopositivity was detected in 44 /58 of the samples in differents grades of intensity. There was
no correlation of nuclear grade, tumoral size, stage or recurrency with bcl-2 immunopositivity. Bcl-2 expression was not
related to prognosis if we divided all cases into subgroups according of stain intensity.

CONCLUSIONS: Bcl-2 expression was not related with any pathological parameters; size, nuclear grade and stage or
prognostic.
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Los tumores malignos del parénquima renal
suponen aproximadamente, entre el 2 y el 3%
de los tumores malignos en el adulto, lo que les
convierte en la duodécima patologia tumoral mas
frecuente. Dentro de estos, el adenocarcinoma
renal es con diferencia el mas frecuente, ya que
supone €l 90% de estos tumores!2, En Espana se
calcula una incidencia del 4,1 al 4,5 por 100.000
habitantes (1,9 en mujeres y 5,3 en hombres),
siendo el tercer tumor en cuanto a su prevalencia
dentro de los tumores urolégicos, el décimo den-
tro de los tumores malignos masculinos (2,9%) y
el decimocuarto en los femeninos (1,7%). Presenta
una mortalidad de 1y 2,7 por 100.000 habitantes
para mujeres y hombres, respectivamente3.

El comportamiento biolégico del adenocarcino-
ma renal es impredecible, ya que incluye desde
tumores de lenta evolucién, hasta tumores extre-
madamente agresivos, mediante invasion local o
producciéon de metastasis a distancia. A pesar de
que los factores prondsticos convencionales,
grado histolégico* y estadio tumoral®, son de gran
utilidad para predecir su evolucion, todavia no se
ha encontrado ningiin marcador que permita
conocer la evolucion de un determinado tumor con
una razonable certeza. En los ultimos anos, el
mejor conocimiento de la biologia molecular de
estos tumores, ha permitido una mayor compren-
sién de los procesos que inducen la transforma-
cion neoplasica de las células, y su posterior evo-
lucion. Dentro de estos se incluye la alteracion de
la apoptosis o “muerte celular programada”, lo que
supone la prolongacion del periodo durante el cual
la célula sigue dividiéndose de forma activa, con-
tribuyendo a la transformacién neoplasica.

Entre los marcadores de apoptosis analizados
en el adenocarcinoma renal se ha demostrado una
alta expresion de la proteina bcl-2, tanto con méto-
dos inmunohistoquimicos, como a través de la
determinaciéon de ARN mensajero, relacionandose
su expresion con un grado nuclear elevado y un
pronostico desfavorable®, resultados no reprodu-
cidos en todos los estudios’™.

Nuestra intencion es determinar la expresion
de la proteina bcl-2 (proteina producto del onco-
gen bcl-2) en el adenocarcinoma renal en estadios
localmente confinados, analizando sus relaciones
con diferentes parametros histopatolégicos, asi
como sus implicaciones pronosticas.
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MATERIAL Y METODOS

Seleccion de pacientes

Se han estudiado los especimenes correspon-
dientes a 58 pacientes diagnosticados de adeno-
carcinoma renal, tratados mediante cirugia con
intencién curativa (radical o parcial), en el Servicio
de Urologia del Hospital Universitario Principe de
Asturias de Alcala de Henares (Madrid). Incluimos
en el estudio pacientes con tumores renales en
estadios histopatolégicos pT1, pT2 y pT3a (TNM
1997), y que no presentaban margenes quirargi-
cos positivo. El seguimiento minimo fue de 24
meses en el caso de que no se objetivase recidiva
tumoral, mientras que los pacientes que presen-
taron recidiva fueron seguidos hasta su falleci-
miento.

Estudio histopatolégico e inmunohistoquimico

En el estudio histopatolégico se consideraron
los siguientes parametros para su analisis: tama-
no tumoral, el grado nuclear (utilizando los crite-
rios de Fuhrman), margenes quiriurgicos, multifo-
calidad, afectacién ganglionar y estadio.

La determinacion de la expresion de la protei-
na bcl-2 se realizé en muestras de tejido tumo-
ral incluidas en parafina, que fueron cortadas
con un microtomo en secciones de 5 a 7 im, y
colocadas sobre los cristales. Los cristales fue-
ron calentados hasta 58° C entre 16 y 24 horas
y desparafinados con xilol, para ser posterior-
mente rehidratados con etanol, en concentracio-
nes decrecientes. Se anadié peroxido de hidro-
geno al 3%, siendo incubadas las muestras
durante 5 minutos. A continuacion aplicamos el
anticuerpo primario, utilizando anticuerpo
monoclonal Dako® Bcl-2 124 a una concentra-
cion de 1:90, incubandose las muestras duran-
te 10 minutos. Posteriormente se anadieron
unas gotas del anticuerpo secundario de la pre-
paracion (LSAB/HRP. Dako Diagnoésticos S.A.) y
se incubaron de nuevo durante 10 minutos. Las
muestras fueron entonces cubiertas por peroxi-
dasa-estreptavidina e incubadas durante 10
minutos, para aplicar después la solucion de
substrato cromoégeno (substrato DAB. Dako
Diagnosticos S.A.) incubandose durante 5 minu-
tos. Por ultimo se realiz6 la contratincion
cubriendo las muestras con heatoxilina y mon-
tando éstas en medio acuoso.
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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 evolucién clinica. Se utilizo
microscopia 6ptica para valorar de forma cualita-
tiva la intensidad de la tincién en el citoplasma de
las células neoplasicas (Fig. 1), estratificando las
muestras en cuatro grupos; negativa (-), débil-
mente positiva (+), moderadamente positiva (++) y
muy positiva (+++), utilizando como control posi-
tivo tejido de amigdala.

FIGURA 1. Preparacién histolégica en la que se aprecian
los citoplasmas de las células tumorales con tincion posi-
tiva para bcl-2.

Estudio estadistico

Para determinar la asociacién entre variables
se empleo el test de la Chi cuadrado, siendo ésta
sustituida por la prueba exacta de Fisher en el
caso de muestras pequefias, asi como compara-
cion de medias (T-test). Para analizar la supervi-
vencia se empleo el método de Kaplan-Meier para
construir las curvas de supervivencia, utilizando
el test de Log-Rank para determinar su significa-
cién estadistica. Como nivel de significacion esta-
distico se consideré un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Estudiamos 58 pacientes diagnosticados de
adenocarcinoma renal, tratados mediante nefrec-
tomia radical o parcial con intencién curativa. De
los pacientes analizados, 15 fallecieron (25,8%), de
los cuales 14 (24,1%) lo hicieron por causa rela-
cionada con su neoplasia, y 1 (1,7%), lo hizo por
causa ajena al tumor. Los 14 pacientes fallecidos
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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 super-
vivencia 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.

En el estudio histopatolégico encontramos 58
adenocarcinomas renales, en su mayoria de estir-
pe celular clara (44 de los 58 tumores), corres-
pondiéndose el resto a otros tipos celulares. El
tamano medio de los tumores fue de 6,4 cm, con
un intervalo comprendido entre 2 y 18 cm. En
cuanto al estadio histopatolégico, 23 de los 58
pacientes (39,7%) se trataban de estadios pT1, 12
de los 58 (20,7%) fueron estadios pT2, mientras
que en otros 23 casos (39,7%) el estadio patologi-
co 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%).

De los 58 tumores estudiados, 22 de ellos
(38%) no mostraron positividad para la inmuno-
tincién de blc-2, mientras que en los 36 restantes
(62%) se tineron los citoplasmas de las células
neoplasicas en mayor o menor medida. Dentro de
estos 36 tumores que presentaron positividad, en
16 (27,6%) la tincion fue débilmente positiva (+),
en 11 (19%) se tiné de forma moderada (++) y en
9 (15,5%) la tincion fue intensa (+++) (Tabla I y
Fig. 2).

No se objetivaron asociaciones estadisticamen-
te significativas entre la expresion de bcl-2 y los

TABLA I

DISTRIBUCION DE LOS CASOS SEGUN LA
INTENSIDAD DE LA TINCION PARA bcl-2

Frecuencia % % acumulado
Negativo 22 37,9 37,9
iz 16 27,6 65,5
et 11 19,0 84,5
Siataty 9 15,5 100
58 100
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FIGURA 2. Diagrama de barras que muestra la distribu-
cion de los casos segin la tincion para bcl-2.

distintos parametros clinicos e histopatolégicos
analizados. No se relacion6 con el tamafno tumo-
ral (p = 0,89 IC 95%:-2,417; 1,162), con el grado
nuclear (p = 0,355) o con el estadio tumoral (p =
0,473). Tampoco encontramos asociacion con la
recidiva tumoral (p = 0,602). Para llevar a cabo el
estudio de supervivencia mediante curvas de
Kaplan Meier dividimos la muestra en dos grupos,
incluyendo en el primero aquellos tumores que no
se tifleron o lo hicieron de forma débil (38/58),
mientras que en el segundo se trataba de tumores
que presentaban una tincion de intensidad mode-
rada o fuerte (20/58), y no demostramos diferen-
cias significativas entre ambos grupos, obtenien-
do en el estudio estadistico una p = 0,531 (Fig. 3).
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FIGURA 3. Curvas de Kaplan Meier segin la intensidad de
la tincién para bcl-2.
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DISCUSION

La proteina bcl-2 deriva del proto-oncogén bcl-2,
que se localiza en la regién 18q21, cuya funcién es
la de evitar la apoptosis en las células programadas
paraello, lo que supone un proceso natural de resis-
tencia al tratamiento antitumoral. Se ha demostra-
do la presencia de altos niveles de la proteina bcl-2
en diferentes neoplasias, lo que sugiere que la alte-
racion en su produccion se relaciona con la prolon-
gacion de la supervivencia celular y la transforma-
cion neoplasica de los tejidos!?, asociandose su
sobre-expresion con un peor pronéstico en diversos
tumores como el carcinoma de mama'l, de pul-
mon'?, ovario!, vejigal4, o prostatal®.

Mediante la utilizacién de técnicas de inmu-
nohistoquimica, se ha demostrado la expresion de
bcl-2 en una gran variedad de tejidos humanos:
células precursoras hematopoyéticas, epitelio glan-
dular de la mama, tiroides, prostata, piel y tejido
nervioso!®. En el rinén fetal la proteina bcl-2 se
expresa durante el desarrollo de las nefronas yux-
tamedulares, glomérulos y el epitelio de los tubu-
los. La mayor intensidad en la tincién para bcl-2 se
objetiva en las células mesenquimales, a partir de
las cuales se desarrollan las nefronas subcapsula-
res, disminuyendo su expresion a medida que
maduran éstas. En el rinén adulto, la proteina bcl-
2 se produce, de forma predominante, en la ver-
tiente parietal de la capsula de Bowman y en las
células epiteliales del tubo contorneado distal del
asa de Henle. Sin embargo, las cé€lulas de los tubu-
los proximales, donde se originan en su mayoria los
tumores renales, rara vez se tifien para bcl-21°,

Se ha demostrado la expresion de bcl-2 en un
alto porcentaje de adenocarcinomas renales, tanto
mediante la determinaciéon de ARN mensajero,
como con la utilizacion de métodos inmunohisto-
quimicos!?. El porcentaje de tumores con tincio-
nes positivas varia entre el 60 y el 80%, depen-
diendo de las series®719, cifras que se correspon-
den a las que encontramos en nuestra serie, ya
que la positividad fue del 62,1%, aunque hay que
tener en cuenta que la intensidad de la tincién
variaba segun los casos. Otros autores sin embar-
go, han comunicado resultados muy diferentes,
encontrando una baja positividad para bcl-2, lo
que podria explicarse por problemas técnicos, ya
que el citoplasma celular puede perderse durante
la inclusion en parafina!®19,
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No esta clara la asociacion de la expresion de
la proteina bcl-2 con diferentes parametros histo-
patologicos. En este aspecto, Vasavada y cols.® en
39 tumores renales en estadio localizado, encon-
traron una alta expresion de esta proteina en
tumores de células claras y en tumores papilares.
Asimismo, demostraron una asociacion significa-
tiva con el grado tumoral, sugiriendo que la pro-
teina bcl-2 podria intervenir en la regulacion de la
proteina p53. Pepe y cols.?? en una serie de 33
tumores renales encontraron que tanto la expre-
sion de bcl-2 como la de pb53, presentaban una
correlacion inversa estadisticamente significativa,
al tiempo que la bcl-2 se relacion6 con la presen-
cia de células diploides y con una menor fracciéon
de células en fase S. Esta asociacion sugiere que
la proteina bcl-2 podria disminuir segun progresa
el tumor renal hacia un fenotipo mas agresivo,
caracterizado por una sobre-expresion de p53,
aneploidia y una alta fraccion de células en fase
S. Otros autores como Sejima? o Zhang®, no
encontraron relacion entre la expresion de bcl-2 y
diferentes parametros histopatolégicos, como son
el estadio tumoral, el grado nuclear, tipo celular o
patréon de crecimiento; resultados que coinciden
con los obtenidos en nuestro estudio, en el que no
objetivamos asociacién de la proteina bcl-2 con el
tamario tumoral, grado nuclear o estadio tumoral.

Al igual que en nuestra serie, el valor pronéstico
de la expresion de la proteina bcl-2 en el adenocar-
cinoma renal no ha podido ser demostrado, al no
relacionarse con la recidiva tumoral, ni comportarse
como factor relacionado con la supervivencia®7.8.20,

CONCLUSIONES

La expresion de la proteina bcl-2, al igual que
en la mayoria de las series publicadas, no ha
demostrado relacionarse en el adenocarcinoma
renal localmente confinado, con ninguna de las
variables histopatolégicas analizadas en nuestro
estudio: tamarno tumoral, grado nuclear y estadio
tumoral. Tampoco se comporta como factor pro-
néstico, ya que no ha se relaciona con la recidiva,
ni con la supervivencia de los pacientes.
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