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Abreviaturas

Abreviaturas:

xXg Namero de veces la aceleracion de la gravedad

ACE Enzima convertidora de angiotensina

ACE2 Enzima convertidora de angiotensina II

ACEi Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

Ag-NORs Silver stained nucleolar organizer region proteins

Ang 11 Angiotensina II

Ang 1-7 Angiotensina 1-7

APA Aminopeptidasa A

APB Aminopeptidasa B

APN Aminopeptidasa neutra

ARA 11 Antagonista del receptor de la angiotensina II
ASP Aspartil-aminopeptidasa

AT Receptor de angiotensina
ATPasa Adenosina trifosfatasa

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BSA Albdmina sérica bovina

CA Cancer Antigen

CA-9 Anhidrasa carbdnica IX

CCRCC Carcinoma renal de células claras
CD Cluster of Differentiation

cDNA DNA complementario

ChRCC Carcinoma renal croméfobo
COX-2 Ciclooxigenasa 2

CXCR-4 C-X-C chemokine receptor type 4
DAB Diaminobencidina

DMSO Dimetil sulféxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DNasa Desoxirribonucleasa

dNTP Desoxirribonucleotidos trifosfato
DPPIV Dipeptidil-peptidasa IV

DTT Ditiotreitol

EC Enzyme Commission

E-cadherina Cadherinas epiteliales
EDTA Acido etileno diamino tetracético
EGTA Acido tetraacético del glicol de etileno

EMA Antigeno epitelial de membrana
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EpCAM Epithelial cell adhesion molecule

ERM Ezrin Radixin Moesin

ES Error estandar

ET-1 Endotelina-1

GLUT 1 Transportador de glucosa I

h Hora

H&E Tincidon hematoxilina y eosina

HIF-1a Hypoxia-inducible factor-1a

HRP Horse radish peroxidase (peroxidasa del rabano rusticado)

iECA Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

Ig Inmunoglobulina

IGF-I Insulin-like Growth Factor-1

LOH Loss Of Heterozygosity

LHRH Hormona liberadora de hormona luteinizante

min Minutos

MMP Metaloproteasa de la matriz

mRNA RNA mensajero

NC-IUBMB Nomenclature Comitte of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology

NEP Endopeptidasa neutra

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PBS Phosfate buffer saline

PCNA Antigeno nuclear de proliferacién celular

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PEP Prolil-endopeptidasa

PRCC Carcinoma papilar de células renales

PTEN fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

p/v Peso/volumen

pVHL Proteina VHL

RCC Carcinoma de células renales

RNA Acido ribonucleico

Rnasa Ribonucleasa

RT Retrotranscripcion

RO Oncocitoma renal

rpm Revoluciones por minuto

s Segundos

SHP2 Src homology 2 domain containing protein tyrosine phosphatase

II
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SRA
SRAI
TAE
TGF-a
TNM
TRH

UICC
upP
VEGF
VEGF-R
VHL

v/v

Sistema Renina Angiotensina

Sistema Renina Angiotensina intrarenal
Tris-acetato-EDTA

Factor de crecimiento transformante alfa
Tumor Node Metastasis

Hormona liberadora de tirotropina
Unidad de actividad enzimatica

Unién Internacional Contra el Cancer
Unidad de actividad peptidasica

Factor de crecimiento endotelial vascular
Receptores de factor de crecimiento endotelial vascular
Enfermedad de Von Hippel-Lindau

Volumen/volumen

III






indice

Indice

G {12 Lo ] o 11 T ol ok {0 [ 1
1. El cAncer renal ...ocoicrerereieimrareremnisinsmaresesasassssasasasasassssasasasasassnsasasans 3
1.1. CaracteristiCas geNerales ....cvuviieiiiieii i 3
1.2. Clasificacidon y tipos histoldgiCoSs ....vvvviviiiiriiiiri e 4
1.2.1. Carcinoma renal de células claras .........ccoevvviiiniiiiiiiniininenenns 6
1.2.2. Carcinoma renal cromofobo .....cvvvviiiiiiiiiii e 8
1.2.3. Oncocitoma renal ....coovviiiiiiiii 11

1.3. Sintomatologia, diagndstico y prondstico de Carcinomas de
CElIUIAS RENAIES . viviiiice e ens 12
1.4. Marcadores tumorales en neoplasias renales.........c.ccevviiiiiiinnnnnn. 15
2. Enzimas proteoliticas: descripciéon general de las peptidasas ...... 17
2.1. Clasificacion y NnomeNnclatura .....c.ouvuiuiiiiiiiiiiisseieiee e 17
2.2. Peptidasas analizadas en este trabajo .......c.cccvviiiiiiiiiiiiiiiis 19
2.2.1. Enzima convertidora de angiotensina (ACE) ........ccovvvvinnnnn. 19
2.2.2. Enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2) ...........c.vvne. 20
2.2.3. Aminopeptidasa A (APA) ... 20
2.3. Funciones de [as peptidasas.......c.coviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisnesaaas 22

2.3.1. Las peptidasas como enzimas convertidoras de péptidos
DIOACHIVOS e 22
2.3.2. Acciones intracrinas de las peptidasas..........coovviiiiiiininnnnn. 23
2.3.3. Otras acciones de las peptidasas ........cccoeviiiiiiiiiiiiininnnn. 24
2.4. Papel de las peptidasas en la biologia tumoral...........ccooevvveiiinnnnn. 25
2.4.1. Péptidos y peptidasas en la biologia tumoral ..............c....... 25
2.4.2. Modelo de regulacion peptidasiCa.......cvevivveriiieriinerienerenann. 26

2.4.3. Otras acciones de las peptidasas en los procesos

Proliferativos . .oii i 27

3. Sistema renina-angiotensina y su implicacién en procesos

tumorales

3.2.

.................................................................................... 28

3.1. Sistema renina angiotensina (SRA): de su concepto clasico al
descubrimiento de SRA 10CalES ......oeiniieiii 28
Sistema renina angiotensina Y CANCEN ......vuvuiiiiiiiieireeneeeeaeaens 31

3.2.1. Implicacién del SRA en los hitos del cancer: estudios en
cultivos y modelos animales ......ccvvvviiiiiiiiicnnenaenae 32

3.2.2. Desregulacion de SRA en lineas celulares y tejidos
Neoplasicos humanos........cocviiiiii e 33



Indice

II.

III.

OBJETIVOS

MATERIALES Y METODOS

1.

2.

3.2.3. Estudios retrospectivos y ensayos clinicos...........ccccevunnnnn.

3.2.4. Sistema renina angiotensina intrarrenal (SRAi) y dafio

renal: éImplicacidén en el cdncer renal? ....coovvvvvviiiiiiinnnnnns

Reactivos y productosS ....ccciveciremirniintrantmassnsssranssanssanssnnssnnsnnnsnnnss
Obtencion del tejido biologico empleado......cccvvmvrimrrimrerinrersnnaes

. Analisis de la actividad convertidora de angiotensina .........c..cucu.
3.1. Fraccionamiento de la muestra.......c.cooiiiiiiiiiiiiii e
3.2. Determinacién de la cantidad de proteina.......ccovvvviivivivnnnennnnn,
G TR = o =F= 1V TR ] 4 1 = o oo =3
3.3.1. Actividad de la Enzima Convertidora de Angiotensina........
3.3.2. Actividad de la Enzima Convertidora de Angiotensina 2 .....
3.3.3. Actividad de la Aminopeptidasa A .......ccooiiiiiiiiiin

Analisis inmunohistoquimico e histol0giCo......cicviimimirrarerarninnanas

4.1. Preparacion de las muestras: fijacion, inclusion, microtomia,

desparafinado e hidratacion ........c.cooeiviiiiiiiiii e
4.2. Analisis inmunohistoqUIMICO ....ovvieiiiiiiiii e

4.2.1. Procesamiento de la MUESEIra ....vvvviiiiiiiiirrrrrrrrrrerrrnssssnnnes

4.2.2. Evaluacion de la expresion tisular de las peptidasas

empleadas como marcadores tumorales ..........c.coevveiinenns

4.3. AnAlisis hiStOlOgiCO. .uuuiuiuitit it
4.3.1. Tincion con hematoxilina y €0SiNa......cc.coovvveviiiiininininnenenns
4.3.2. Determinacion del grado histopatoldgico.......ccvvvvvvrvininnnens

4.3.3. Clasificacidon del estadio NEOPIASICO ....vvvvvieivieiiiiirieinenens

. Anadlisis de la expresién génica de los genes que codifican

para peptidasas por qRT-PCR.......cccccvummmmmmimrsrs s s s ssassnsrasnnnss

5.1. Extraccion de MRNA ..o e a e
5.2. Electroforesis en gel de agarosa ........ccoevvvieieiiiiiiiiiiiei e
5.3. Tratamiento con DNasa I......ccoiiiiiiiiiiiiiiii e
5.4. Cuantificacion de MRNA ... e
5.5. Sintesis de CDNA ..o i

5.6. Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real.....................

..35



indice

6. Tratamiento estadistico y ajuste de datos........cecvmvmimirurarerereinnanas 62

IV. RESULTADOS.......cicttiumiemasie s s s s s s s n s s s nm s snmsannnsannnss 65

1. Datos relacionados con transformacion neoplasica: Actividad

enzimatica, localizacién tisular y expresion génica en tejido

neoplasico renal y tejido normal adyacente ......c.ccvvvimrrimrernnrannes 68
1.1. Enzima convertidora de angiotensina (ACE) .....ccoviiviiiiiiiiiiiinnnnnnnns 68
1.1.1. Actividad enzimatiCa .......ocvviviiiiiiiiiie e 68
1.1.2. Localizacion tisular... ..o veiiiiiiiiireie e 69
3 N TR 4 o] =1 o) e = o = S 70
1.2. Enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2).....cccveviiiiiiiiinnnnnnns 71
1.2.1. Actividad enzimatiCa .......cocvviiiiiiiiiiiiiiir e 71
1.2.2. Localizacion tisular .....o.vvveieiiiiii e 71
1.2.3. EXPreSion geNiCa ..uiviiriuieiiieiiiiiiinineisesssesnensisesssnenenenns 72
1.3. Aminopeptidasa A (APA) ... 73
1.3.1. Actividad enzimatiCa .......cveiiiiiiiiii e 73
1.3.2. Localizacion tisular.......coveviiiiiiiesr e 75
1.3.3. EXPreSion g&NICa .uvviuiuiriiiiiiiiiiitieseieiseasaeeneneseaeaeeneenas 77

2. Datos relacionados con la progresion, la agresividad y el

pronostico de 10S CCRCC......iurerereimsmsrararasssssssrsrarasssassssssasasasnssnnnnns 78

2.1. Estratificacion de los datos de actividad en funcion del grado
histoldgico y el €Stadio ....vvvvieiiiiiiii 78
2.1.1. Actividad de 1a ACE......coiiiiiiiiiiiii e 78
2.1.2. Actividad de ACE2 ...coiiiiiii i et 79
2.1.3 Actividad de APA ... 80

2.2. Estratificacion de los datos de expresidon génica en funcién del
grado histoldgico y el estadio.......cccvoviiiiiiiiiii 81
2.2.1. Expresion génicade la ACE ......ccooviiiiiiiiii i 82
2.2.2. Expresidon génica de la ACE2 ......cicvvviiiiiiiiieiine i eienaeenans 82
2.2.3. Expresion génicade la APA ......ciiiiiiiiii e 83

2.3. Relacion entre la actividad y los niveles de mRNA y el didmetro
(08 g [o] =1 I (O 2 ) T PP 83
2.4. Relacion entre la actividad enzimatica y la supervivencia a los 5

afios de los pacientes con CCRCC .....iviiiiiiiiiiii i ae e eeas 86

V. DISCUSION .oouiieurirmneenssrnnsssnsssensssnssssnsssnssssnssssnsssnnsssnssssnsssnssssnsssnnsssnn 91



Indice

. Actividad enzimatica, expresion tisular y génica de enzimas

convertidoras de angiotensina en neoplasias renales y

parénquima renal normal adyacente.......cccvvvrimiinnrnnrnnsesnnnnes

Cambios relacionados con el origen histogenético: CCRCC,

ChRCC y RO son diferentes.....cccicmimnmnmimssssessssssasssasssanssansns

. Cambios relacionados con la agresividad tumoral en el CCRCC....

4. Alteraciones peptidasicas y regulacién peptidica en la
carcinogénesis renal: posible alteracion del SRA intrarrenal......

5. Otras posibles accciones de las peptidasas convertidoras de
angiotensina en el carcinoma renal......cccvcciieiicsrresre s rre s rr s rre n e
VI. CONCLUSIONES ....cciimietuimremimrarinrasmarassassssasassassssassssassssassssnsnnsnsnnsnsnnnns
VII. BIBLIOGRAFIA ..ottt s sss s s sasnssassssasssssssssassnsassnsnnnnsnnnns
VIII. ANEXOS .ioiciiciciumretmreminresissassssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssansnsnnsnsnnnns









I. Introduccion






Introduccidén

1. El cancer renal

El carcinoma de células renales (RCC) sigue el modelo de carcinogénesis con
sucesivos “pasos”. A lo largo de estas sucesivas etapas, el RCC adquiere
progresivamente “atributos” que le permiten resistir a sefiales inhibitorias de
crecimiento exdgenas, evadir la apoptosis, perder la capacidad del control del ciclo
celular con lo que la célula prolifera sin limites, desarrollarse a pesar de un
ambiente pobre en oxigeno, crear inmunotolerancia en el huésped en el que
asienta, generar factores angiogénicos, invadir la membrana basal y por ultimo,

metastatizar a distancia.

1.1. Caracteristicas generales

Se estima que se diagnostican cada afio en Europa aproximadamente 40.000
nuevos casos de RCCs, los cuales son responsables de unas 20.000 muertes al afio
(Schoffski y cols., 2006). Los RCCs, en términos generales, suponen alrededor del
2-3% del total de los tumores diagnosticados en el adulto (Siegel y cols., 2015) y
corresponden al 80-85% de todos los tumores malignos primarios del rifién (Kumar
y cols., 2008). Su incidencia se incrementa con cada década de la vida hasta los 60
afnos y es mas comun (3:2) en hombres que en mujeres (Dayal y Wilkinson, 1989),
asi como en personas procedentes de paises escandinavos y Norteamérica
(Sachdeva y cols., 2009). Un tercio de los pacientes se diagnostica ya en una etapa
avanzada de la enfermedad, con la presencia de metastasis a distancia y el 40% de
los pacientes muere por la enfermedad (Kumar y cols., 2008). EI RCC se ha

considerado clasicamente resistente al tratamiento con quimioterapia y radioterapia.

Los RCCs derivan histologicamente de las células del epitelio tubular renal
por lo que fundamentalmente se localizan en la corteza de este érgano (Eble y cols.,
2004).

Como factores de riesgo del RCC se han descrito entre otros, la obesidad
(Maclure y Willet, 1990), el tabaquismo (La vecchia y cols., 1990) y la exposicion a
diversos quimicos industriales (Sharpe y cols., 1989); ademas los individuos que
padecen enfermedad poliquistica adquirida como consecuencia de someterse a
didlisis cronica poseen un riesgo 30 veces mayor de sufrir RCC (Matson y Cohen,
1990).

La mayor parte de las neoplasias renales son esporadicas aunque un

pequeno porcentaje son hereditarias, como aquellos carcinomas renales de células
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claras asociados con la enfermedad de von Hippel-Lindau! (VHL). En todas las
formas de neoplasias renales heredadas los tumores suelen ser diagnosticados a
una edad mas temprana y tienen mayor probabilidad de ser bilaterales vy

multifocales (Bodmer y cols., 2002).

1.2. Clasificacion y tipos histologicos

El RCC cuenta con varios subtipos histoldgicos, cada uno de los cuales deriva
de las distintas zonas del tdbulo renal. Los tumores epiteliales renales mas
comunmente encontrados son: carcinoma renal de células claras (60-75%),
carcinoma renal papilar (15%), carcinoma renal de células croméfobas (5%) y

oncocitomas (5%) (Motzer y cols., 1996).

Inicialmente, los RCCs fueron clasificados en base a patrones de crecimiento
y caracteristicas morfoldgicas distinguibles (Stoérkel y cols., 1997; Linehan y cols.,
2003). Sin embargo, los recientes avances en el conocimiento de su morfologia y
pronostico, asi como sus caracteristicas genéticas y moleculares, han llevado a una

nueva clasificacion de estos tumores, como muestra la Tabla 1 (Eble y cols., 2004).

! La enfermedad de VHL es un sindrome autosémico dominante caracterizado por hemangiomas de
retina, CCRCCs y quistes renales multiples, hemangioblastomas espinales y cerebelosos,
feocromocitomas, tumores pancreaticos endocrinos y cistoadenomas del epididimo en el hombre o del
ligamento ancho en las mujeres. La prevalencia de la enfermedad es de aproximadamente 1 de cada
10.000 individuos, un 20-30% de los pacientes fallecen a causa de un carcinoma renal, generalmente
por debajo de los 50 afios (Maher y cols., 1990).
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TABLA 1: Clasificacion de los tumores renales (OMS 2004)

Cancer renal familiar
Tumores de células renales
Malignos
Carcinoma renal de células claras
Carcinoma renal de células claras multilocular
Carcinoma renal papilar
Carcinoma renal de células cromoéfobas
Carcinoma de los conductos colectores de Bellini
Carcinoma renal medular
Carcinomas con translocacion Xp11
Carcinoma asociado al neuroblastoma
Carcinoma tubular mucinoso y de células fusiformes
Carcinoma de células renales inclasificable
Benigos
Adenoma papilar
Oncocitoma

Tumores metanéfricos
Adenoma metanéfrico
Adenofibroma metanéfrico
Tumores estromales metanéfricos

Tumores mixtos mesenquimales y epiteliales
Nefroma quistico
Tumor mixto mesenquimal y estromal
Sarcoma sinovial

Tumores nefroblasticos
Restos nefrogénicos
Nefroblastoma
Nefroblastoma quistico parcialmente diferenciado

Tumores neuroendocrinos
Carcinoide
Carcinoma neuroendocrino
Tumores del neuroectodermo primitivo
Neuroblastoma
Feocromocitoma

Otros tumores
Tumores mesenquimales
Tumores hematopoyéticos y linfoides
Tumores de células germinales
Tumores metastasicos
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1.2.1. Carcinoma renal de células claras

El carcinoma renal de células claras (CCRCC) comprende aproximadamente
el 60-75% de todos los RCCs (Reuter y Presti, 2000). Los CCRCC habitualmente son
solitarios y grandes cuando son sintomaticos, presentdndose como masas esféricas
de 3-15 cm de didmetro (Eble vy cols., 2004). Este tumor presenta una profusa
vascularizacion y se cree que deriva de las células epiteliales renales de los tubulos
contorneados proximales de las nefronas. A la seccién, son amarillos, anaranjados,
o gris-blanquecinos, con areas prominentes de reblandecimiento quistico o de
hemorragia, sean recientes o antiguas. Estan caracterizados por células tumorales
con citoplasma claro (debido a la carga de lipidos y glucdgeno), y un patrén de
crecimiento acinar. El aclaramiento del citoplasma se extiende desde el nucleo a la
membrana citoplasmatica, especialmente en los tumores de bajo grado. En los de
alto grado el citoplasma puede ser claro sélo parcialmente o ser mayoritariamente
granular, es decir eosinofilico. Es importante buscar areas de transicion a bajo grado
para establecer correctamente el diagndstico. Estos tumores pueden adoptar una
apariencia papilar o pseudopapilar focalmente pero esto es debido a cambios
degenerativos mas que a una verdadera formacion papilar. Los bordes del tumor
estdn bien definidos. Cuando el tumor aumenta de tamafo, puede invadir las
paredes del sistema colector, extendiéndose a través de los calices y pelvis hasta el
uréter. Con mayor frecuencia invade la vena renal y crece como una columna sélida
dentro de este vaso, extendiéndose a veces tan lejos como la vena cava inferior o la
auricula derecha (Eble y Young, 2007). En ocasiones, hay invasion directa en la

grasa perirrenal y en la glandula suprarrenal.

Muchos investigadores han intentado establecer escalas de gradacion para el
CCRCC. En 1981 Fuhrman y cols. publicaron una clasificacion de cuatro grados que
mostré una buena correlacién con el resultado clinico (Fuhrman y cols., 1982). Por
un lado el grado I tiene nucleos pequefios (< 7 ym) e hipercromaticos sin nucleolo,
y en el otro extremo el grado IV tiene nucleos pleomodrficos y marcadamente
agrandados con nucleolos prominentes e irregulares. Esta clasificacion se ha
mostrado muy util en la prediccién del comportamiento clinico en los CCRCC
(Cheville y cols., 2003), no siendo de aplicacién en el resto de carcinomas renales.
Los tumores con cambio sarcomatoide son considerados de alto grado. EIl CCRCC

tiene peor prondstico que otros tipos comunes de RCC (Eble y Young, 2007).

La presencia de células claras no asegura el diagndstico de CCRCC ya que
una gran variedad de tumores renales pueden presentarlas (Lépez, 2013); es
necesario encontrar otras caracteristicas. El CCRCC se caracteriza por la pérdida de

material genético del brazo corto del cromosoma 3 (3p) y mutaciones en el gen VHL
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(Carroll y cols., 1987). En pacientes con VHL dichas pérdidas y mutaciones estan
descritas en practicamente todos los casos. Es interesante que dichas mutaciones
somaticas/hipermetilaciones en la misma region se pueden encontrar en el 75-80%
de los tumores esporadicos, unilaterales y focales (Zbar, 1995). Un gen VHL normal
produce la proteina VHL (pVHL), que es necesaria para activar y degradar el factor
inducible por hipoxia (HIF) en estados normoxémicos. En las células que sufren
hipoxia o pérdida de la pVHL, HIF escapa de la degradacién y activa en cascada al
factor de crecimiento endotelial (VEGF), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), el
transportador de glucosa I (GLUT1) y a la anhidrasa carbdnica IX (CA9) entre otros
(Linehan y cols., 2003; Pantuk y cols., 2003; Bui y cols., 2003). Estos productos
estan implicados en el crecimiento y proliferacion de la propia célula tumoral asi
como en el proceso de angiogénesis necesario para mantener el aporte de oxigeno y
nutrientes que asegure la viabilidad y desarrollo tumoral. Por lo tanto la expresidn
en cascada de estos productos podria ser usada a nivel inmunohistoquimico como
marcadores del CCRCC o como objetivo para nuevas terapias. Algunos de ellos son

expresados heterogéneamente en el nucleo (HIF), o en el citoplasma (CA9, GLUT1,

VEGF) de las células tumorales.

s QL e Figura 1: Microfotografia de un corte de CCRCC
Gl S ‘,\ ,.4 0 ®  (H&E). 300X. (Departamento de Anatomia Patoldgica.
/ MRS e o 49, ?\:“W Hospital Universitario de Cruces).
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1.2.2 Carcinoma renal cromoéfobo

Bannash y cols. (1974) describieron el adenoma croméfobo como una rara
forma de tumor renal que fue experimentalmente inducido mediante la inyeccion de
nitrosomorfolina. Thoenes y cols. (1985) descubrié que este tipo de tumor estaba
también presente dentro de los tumores renales humanos denominandolo carcinoma
renal de células croméfobas (ChRCC). Algunos investigadores consideran que este
tumor deriva de células intercalares del sistema de conductos colectores (Storkel y
cols., 1989). Previamente al establecimiento de este concepto nosolégico los
ChRCCs estaban clasificados probablemente dentro de los CCRCCs convencionales
y los oncocitomas; de hecho probablemente muchos de los casos descritos en el

pasado como oncocitomas malignos actualmente se clasificarian como ChRCC.

Los ChRCCs suponen alrededor del 4-6% de todos los tumores renales
(Thoenes y cols., 1988). La edad media de los pacientes al diagnéstico es de 53
afios con un rango de edad de entre 30 y 83 afios. Con frecuencia son
diagnosticados en estadios tempranos (T1 o T2) (86%). No existe tendencia en
cuanto a la predominancia por sexos (Crotty y cols., 1995). Macroscopicamente la
superficie del corte es generalmente de color gris-beige. El tamafio medio es de 8,5
cm en un rango de 2,5-22 cm (Crotty y cols., 1995). La hemorragia o la necrosis
pueden estar presentes y es comun la fibrosis irregular. Los tumores estan
generalmente bien circunscritos y frecuentemente tiene una capsula fibrosa,

particularmente en los estadios precoces.

Histoldgicamente existen 2 variantes: convencional y eosinofilico. La variante
convencional se caracteriza por un mosaico de células tumorales grandes y
pequenas dispuestas en grandes lobulos separados por septos fibrovasculares con
una arquitectura de patron tdbulo-cistico compacto, aunque también se ha
observado patrén tubuloalveolar y/o quistico. El citoplasma es abundante y muestra
un patrén reticular fino y traslicido, encontrdandose en él numerosas vesiculas que
le confieren una apariencia clara o reticular en las preparaciones tefiidas con
hematoxilina-eosina. La presencia de estas vesiculas se demuestra mediante la
microscopia electronica. El borde citoplasmatico es grueso, prominente y eosinofilico
(Thoenes y cols., 1985, 1988). En la variante eosinofilica las células son mas
pequenas y marcadamente eosinofilicas, (haciéndolo mas facilmente confundible

con el oncocitoma), observandose frecuentemente un halo perinuclear.

En cuanto a los hallazgos histoquimicos e inmunohistoquimicos,
generalmente las células tumorales del ChRCC muestran una reaccion intensa y
difusa a la tincién férrica coloidal de Hale debida a la acumulacion de

mucopolisacaridos en el citoplasma tifiéndolo de azul, aunque esta reaccién no es
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exclusiva del ChRCC, habiéndose observado diferentes intensidades y distribuciones
de esta tinciébn en CCRCCs, carcinomas renales papilares (PRCC) y oncocitomas
(DeLong y cols., 1996). Las células tumorales del ChRCC también se tinen
débilmente con el azul alcian. El contenido de glucégeno en el citoplasma tumoral
es menor que en el CCRCC. La inmunohistoquimica demuestra positividad para las
citoqueratinas 8, 18 y 19 y el antigeno epitelial de membrana (EMA) y negatividad
para la vimentina (Thoenes y cols., 1985, 1988). Las tasas de positividad
inmunohistoquimica para SHP2, vinculina, paxillina, osteopontina y CD9 son
mayores para el ChRCC que en el CCRCC (Kuroda y cols., 2003). La cadherina-E es
positiva (Taki y cols., 1999).

Ultraestructuralmente las células tumorales contienen numerosas
microvesiculas citoplasmaticas de 150 a 300 nm. Bonsib (1996) ha sugerido que el
contenido de estas microvesiculas son mucopolisacaridos acidos. Las mitocondrias
estdn presentes en la periferia del citoplasma tumoral y muestran
predominantemente cristales tubulo-vesiculares y pudiendo presentar inclusiones

electrodensas en su interior.

En el analisis cromosémico del ChRCC es caracteristico un nimero bajo de
cromosomas debido a la frecuencia de la pérdida combinada de los cromosomas 1,
2, 6,10, 13, 17 y 21 (Kovacs y cols., 1988; Shuin y cols., 1996). La pérdida de los
cromosomas 1 e Y es caracteristica del ChRCC (Crotty y cols., 1992; Weiss y cols.,
1995), lo que les hace presentar con mayor frecuencia un patrén nuclear
hipodiploide e incluso un patron aneuploide, mientras que la mayor parte de los
CCRCC muestran un patrén nuclear diploide. Schwerdtle y cols. (1996), observé
pérdida de heterocigosidad (LOH) de los cromosomas 1p, 2p, 6p, 10p, 13p, 17p, y

21p con una frecuencia del 73 al 91%.

Respecto al diagnéstico diferencial, la diferenciacion histolégica mas
importante es frente a los oncocitomas, pues comparten un origen similar y una
morfologia superponible (células intercalares del sistema de conductos colectores),
ademas de compartir alteraciones en el ADN mitocondrial. Algunos autores han
planteado ciertos problemas como la coexistencia de ambos tumores, denominada
por algunos como “tumores hibridos” (Tickoo y cols., 1999), u oncocitomas atipicos

(Pérez-Ordéiiez y cols., 1997).

Los signos y sintomas clinicos mas frecuentes son dolor o molestia en el
flanco abdominal, hematuria macroscoépica, masa palpable en el flanco y pérdida de
peso. Son raros los pacientes con la triada clasica de hematuria, molestia en el
flanco y masa abdominal. Muchos de los tumores son detectados accidentalmente

durante el estudio de otros problemas.
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Respecto al prondstico, la mayoria de los autores muestran que el ChRCC
tiene mejor prondstico que el CCRCC, mientras que otros sugieren que es
practicamente idéntico. La supervivencia a 5 afios libre de enfermedad se mantiene
por encima del 90% (Crotty y cols., 1995). Excepto para las series de Cheville y
cols. (2003), la mayoria de los estudios ha sugerido que presenta mejor prondstico
gue el PRCC. Se han descrito algunos casos de ChRCC con transformacion
sarcomatoide, que en caso de ser significativa supone un peor pronodstico (Aizawa y
cols., 1997). Los tumores grades (>de 8 cm. de didmetro) y aquellos en los que
coexisten con PRCC causan metastasis con mayor frecuencia (Renshaw y cols.,
1996).
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1.2.3. Oncocitoma renal

Los oncocitomas renales (ROs) constituyen aproximadamente el 5-6% de las
neoplasias renales. Originado probablemente en las células intercalares de la
nefrona distal, se le relaciona histogenéticamente con el ChRCC. Aunque benignos,
constituyen una categoria importante a considerar puesto que entran en el
diagnédstico diferencial de otras neoplasias epiteliales renales malignas con
citoplasma eosinofilico. Su proporcion es 2:1 respecto a hombres y mujeres y se
dan en adultos de entre 50 y 80 afios de edad. La reseccidon del tumor es curativa.
El tumor no puede realmente ser distinguido radiolégicamente de otros RCC, por
ello la nefrectomia radical puede ser la decision quirdrgica en muchos casos. Existe
un gran numero de pacientes que han tenido tumores multicéntricos o bilaterales
(Mead y cols., 1990) y las tumorectomias conservadoras han tenido éxito cuando se
realizan por estos motivos. Los ROs se caracterizan por células tumorales dispuestas
en cordones, nidos o tubulos. El citoplasma es profundamente eosinofilico y el
nucleo suele ser redondo o vesicular y contiene un nucleolo regular y prominente,
con cromatina finamente granular (Tickoo y cols., 1998). Las caracteristicas
nucleares son bastante uniformes pero de manera ocasional pueden verse grupos
de células con marcado hipercromatismo y pleomorfismo. Estas caracteristicas estan
acompafiadas frecuentemente por un incremento en el citoplasma y nunca estan
asociadas a actividad mitdtica, de hecho muy raramente se encuentra actividad
mitotica en un oncocitoma. No se suele observar necrosis tumoral. Una cicatriz
estrellada y central se considera caracteristica de este tipo de tumor, aunque esta
caracteristica se puede encontrar en otros tumores renales de bajo grado, por lo
que se considera como un signo de lento crecimiento mas que como una
caracteristica de un tipo especifico de tumor. Microscoépicamente esta cicatriz esta
compuesta de tejido conectivo hialino denso que contiene ocasionalmente células
tumorales intercaladas. Las células tumorales pueden infiltrar el tejido blando

perirrenal.

La practica totalidad de los oncocitomas presentan un comportamiento
benigno, Unicamente unos cuantos casos han presentado metastasis y no se
conocen muertes directamente atribuidas a este tumor. La microscopia electrénica
muestra un citoplasma cargado de mitocondrias (Tickoo y cols., 2000), este hecho
es el causante de la eosinofilia citoplasmatica y el marréon caoba intenso

macroscépico.

Genéticamente los oncocitomas muestran cominmente pérdida de los
cromosomas 1 e Y y unos cuantos casos muestran una translocacion que afecta al

cromosoma 11. Algunos investigadores han sugerido que mutaciones en el ADN
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mitocondrial podrian conducir a una proliferacion mitocondrial incrementada, vy

posiblemente a la proliferacién de células neoplasicas.

Recientemente se ha descrito un grupo de pacientes con multiples lesiones
oncociticas (“oncocitosis”), algunos de ellos con caracteristicas hibridas como
morfologia a medio camino entre el oncocitoma y el ChRCC, sugiriendo que estos
tumores podrian estar genéticamente relacionados. Asi, los ChRCCs podrian

representar una progresion genética/morfoldgica de los oncocitomas. Es probable

gue muchos sino todos esos pacientes pertenezcan a familias con el sindrome de
Birt-Hogg-Dubé?,

YA Figura 3: Microfotografia de un oncocitoma renal.
m H&E. 400X. (Departamento de Anatomia Patolégica.
Hospital universitario de Cruces).

1.3. Sintomatologia, diagnéstico y prondstico de los RCCs

Los carcinomas renales tienen un comportamiento y una evolucién clinica
impredecibles. En el 25-30% de los casos, el tumor no presenta manifestaciéon
clinica, y se halla casualmente en el transcurso de estudios radioldgicos por otras
causas (Bulnes y cols., 2008). En muchos individuos, puede suceder que el tumor
primario permanezca silente y asintomatico y su existencia se descubra tras la
metastasis, localizada preferentemente en pulmones y huesos (Kumar y cols.,
2008).

En el 10% de los casos, la triada de hematuria indolora, dolor sordo en el
costado y masa abdominal palpable son signos caracteristicos de esta enfermedad,

y son un reflejo del avance de la misma. De estas caracteristicas la mas frecuente

2 El sindrome de Birt-Hogg-Dube (BHD) esté relacionado con tumores renales multifocales y bilaterales.
Este sindrome autosémico dominante se caracteriza por lesiones cutaneas (fibrofoliculomas,
tricodiscomas y acrocordones), neumotdrax espontaneos, bronquiectasias y broncoespasmo, neoplasias
de colon y lipomas, que suceden junto con los tumores renales (Khoo y cols., 2002; Pavlovich y cols.,
2002).

12
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es la hematuria, que ocurre en mas del 50% de los casos. Cuando se produce esta
hematuria macroscépica tiende a ser intermitente y pasajera, generalmente
superpuesta a una hematuria microscopica continuada (Bulnes y cols., 2008). El
dolor en el costado aparece en el 40% de los enfermos. En el 25% de los RCCs, el
tejido tumoral crece, y cuando se ha hecho lo suficientemente grande, produce una
masa palpable en el costado, con lo que el tumor puede manifestarse simplemente

en virtud de su tamafio.

Entre otros signos y sintomas, cabe destacar la secrecidon de sustancias
relacionadas con el sistema hormonal, que pueden generar sindromes
paraneoplasicos como hipercalcemia, hipertensién, sindrome de Cushing,
feminizacién o masculinizacién. Estos sintomas o anormalidades bioquimicas suelen
remitir tras el tratamiento exitoso del tumor primario o foco metastatico (Sachdeva
y cols., 2009).

En cuanto al diagndstico anatomopatologico, los patélogos se suelen
encontrar con un escenario en ocasiones confuso, debido a la existencia de casos en
los que es muy dificil, si no imposible, realizar un diagnéstico diferencial (Lopez y
cols., 2008). Otro aspecto histologico que condiciona esta confusion es la poca
atencidon que ha recibido hasta la fecha el fendmeno de heterogeneidad intratumoral
que es consustancial al cancer y que en el RCC esta poco estudiado. Estudios muy
recientes indican que el CCRCC es un tumor con una alta variabilidad intratumoral
no siempre detectada por los patdlogos en sus estudios protocolizados morfologicos

(Lépez y cols. 2012, Lépez y cols, 2013, Lopez y cols 2013).

Dentro de los RCC, hay dos factores determinantes a la hora de predecir el
pronostico de la enfermedad. Por una parte, el hecho de que en ocasiones la
enfermedad curse de forma asintomatica puede dificultar el diagndstico temprano
de la misma. Por otra parte, tal y como se ha descrito previamente, la malignidad
de los tres tipos tumorales mas frecuentes se mueve en un intervalo muy amplio de

posibilidades.

Avances significativos en el diagnédstico, estadificacion y tratamiento de los
pacientes con RCCs en los Ultimos 20 afios han producido mejoras en la
supervivencia de grupos seleccionados de pacientes y un cambio global en la
historia natural de la enfermedad. A pesar de los avances en terapias bioldgicas e
inmunes, las tasas de respuesta para los RCCs metastdsicos se mantienen en torno
al 15% a 30 % aproximadamente. Los progresos significativos ocurridos en los
Gltimos anos en las ciencias basicas han conducido a un mayor conocimiento de la
genética molecular del RCC, manteniendo la esperanza de incrementar la

sofisticacion en los métodos de diagndstico temprano, manejo clinico y estrategias
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de tratamiento. Mejorar las herramientas para predecir la supervivencia de los

pacientes permitiria mejorar la seleccion de éstos para terapias sistémicas.

El sistema de estadificaciéon TNM es el mas extendido actualmente para el
RCC. Sin embargo nuevas modalidades han emergido en un intento de mejorar el
prondstico combinando otras variables patolégicas y clinicas (Tabla 2). La
estadificacion y gradacién tumorales y el estado de salud del paciente representan
los factores predictivos clinicos mas utiles para el prondstico del paciente con RCC.
Los factores predictivos son esenciales para la estratificaciéon de los pacientes en
grupos de riesgo de utilidad clinica para establecer expectativas de prondstico, para
implantar modalidades selectivas de tratamiento y para determinar los criterios de
inclusidn en los ensayos clinicos. La reciente identificacién y potencial incorporacion
de marcadores moleculares tumorales se espera que revolucionen la estadificaciéon
del RCC (Tabla 2).
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TABLA 2: Factores anatomicos, histoldgicos, clinicos y moleculares que han demostrado ser
indicadores prondstico (Lam y cols., 2005)

Anatomicos

Tamano
tumoral

Extension
tumoral

Afectacion
adrenal

Afectacion
venosa

Afectacion
nodular linfatica

Metastasis a
distancia

1.4.

Histologicos
Grado tumoral
Subtipo histologico

Caracteristicas
sarcomatoides

Necrosis histoldgica

Invasion del
sistema colector

Clinicos

Estado de salud
general

Sintomas
localizados

Caquexia

Recuento
plaquetario

Marcadores tumorales en neoplasias renales

Moleculares

Inducibles

hipoxia
CA IX
CA XII
CXCR4
VEGF
IGF-1

por

Proliferacion
KI-67

Regulacion del
ciclo celular

P53

Bcl-2

PTEN

Ciclina A

p27

Adhesion celular
EpCAM
EMA
E-Cadherina
a-Catenina
Cadherina-6

Miscelanea
Gelsolina
Vimentina
CA 125
CD 44
Receptores
androgénicos
Caveolina-1
VEGFR

Los marcadores tumorales son sustancias relacionadas con la ausencia o

presencia de un tumor. Estas sustancias se encuentran tanto a nivel celular como en

los liquidos biolégicos, generalmente en el plasma o en el suero. Su naturaleza

molecular es muy heterogénea, pero los mas comunes tienen funciéon hormonal o

enzimatica, y en ocasiones presentan caracteristicas antigénicas.
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La clasificacion de los marcadores tumorales es compleja y existen diferentes
criterios para llevarla a cabo, si bien dentro de este grupo de moléculas aparecen
descritas un gran numero de enzimas, entre las que cabe destacar aquellas que

tienen la capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos, las peptidasas.

En relacion con las neoplasias renales, son distintas las moléculas empleadas
como marcadores de diagndstico y prondstico e incluso propuestas como dianas
terapéuticas (Tabla 3). Por ejemplo, las citoqueratinas, la anhidrasa carbodnica,
claudinas 7 y 8, la parvalbumina, etc. (Truong y Shen, 2011). En cuanto a las
peptidasas, algunas son actualmente empleadas como marcadores celulares y
tumorales del rifdn, tanto a nivel de investigacién basica como en la practica clinica.
Entre otras, la endopeptidasa neutra (NEP/CD10 o neprilisina) es un marcador

diagndstico de neoplasias renales de nefrona proximal (Pan y cols., 2004).

Las enzimas que se seleccionaron para el presente trabajo de tesis doctoral -
la enzima convertidora de angiotensina (ACE), la enzima convertidora de
angiotensina-2 (ACE2) y la aminopeptidasa A (APA)- son proteinas altamente
expresadas en el rifion, en algunos casos con funciones reconocidas (Kobori y cols.,
2007), y que podrian ser marcadores potenciales de neoplasias renales (Deshayes y
Nahmias, 2005). Como forman parte de la amplia familia de las peptidasas, en el
proximo punto se realizara una descripcion general de las peptidasas, se resumiran
las caracteristicas de estas 3 enzimas, y se explicara el papel que las peptidasas

desempefian en condiciones normales y en la biologia del cancer.

TABLA 3: Marcadores moleculares potenciales en el carcinoma de células renales (Lam y cols., 2005)

. Regulacion e
;2?:;;2':; Proliferacion dgl ciclo A:I:::::n Miscelanea
celular

CAIX Ki-67 p53 EpCAM Gelsolina

CAXII PCNA bcl-2 EMA Vimentina

CXCR-4 Ag-NORs PTEN E-cadherina CA-125

HIF-1a Ciclina A a - catenina CD44

VEGF Akt Cadherina-6 Receptores

IGF-I S6 kinasa androgénicos
p27 Caveolina

VEGF-R

Subunidades
ATPasa Na*/K™*
Poliploidia en
ADN
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2. Enzimas proteoliticas: descripcion general de las peptidasas

Las peptidasas son una pieza clave en los diversos sistemas peptidicos que
hoy conocemos, ya que su funcién es la de convertir (activando o inactivando) los
péptidos bioactivos que, como iremos detallando a lo largo de esta introduccion, son
fundamentales para la comunicaciéon celular que permitira el correcto

funcionamiento de nuestro organismo.

2.1. Clasificacion y nomenclatura

Las peptidasas constituyen un grupo muy heterogéneo de enzimas, que
pueden encontrarse tanto unidas a membrana como en las fracciones solubles y que
pueden presentar tamafios entre 25 y 300 kDa (Taylor, 1993). Por todo ello, no es
de extranar que su clasificacién y nomenclatura sea una tarea compleja, que haya

ido variando segun se ha profundizado en su conocimiento.

En cuanto a la terminologia, hay que tener en cuenta que esta ha sido
confusa, ya que en ocasiones se han empleado nombres diferentes para referirse a

la misma enzima.

Histéricamente, los términos proteasa, proteinasa y peptidasa han tenido
significados ligeramente diferentes. En la actualidad, a pesar de que algunos
autores recomiendan el empleo del término “enzima proteolitico” como el mas
adecuado y facilmente entendible, desde el NC-IUBMB (Nomenclature Committe of
the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) se recomienda el
empleo del término “peptidasa” para referirse a todas aquellas enzimas que rompen
enlaces peptidicos. Los miembros de este grupo de proteinas se clasifican en

exopeptidas y endopeptidasas, en funcion de la situacion del enlace que hidrolicen.

Asi, las exopeptidasas rompen el enlace peptidico del ultimo, o de los ultimos
2 6 3 aminoacidos de la cadena. Si su actuacién tiene lugar en el extremo amino
terminal se denominan aminopeptidasas, dipeptidil-peptidasas o tripeptidil-
peptidasas, respectivamente. Si la hidrdlisis sucede en el extremo carboxilo
terminal, las enzimas serian carboxipeptidasas, o peptidil-dipeptidasas. El término
dipeptidasa hace referencia a exopeptidasas especificas para hidrolizar el enlace
peptidico de los dipéptidos. Por Ultimo, las omega-peptidasas son enzimas que
eliminan residuos terminales que son sustituidos, ciclados o unidos por enlaces
isopeptidicos (uniones peptidicas formadas por grupos diferentes al a-amino y a-

carboxilo).

Las endopeptidasas catalizan la ruptura de enlaces peptidicos dentro de la

cadena, y se clasifican en base a su mecanismo catalitico. Es decir, segun la
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naturaleza quimica de los grupos responsables de la catalisis. Asi, dentro de este
grupo se describen las aspartil-endopeptidasas, las cisteinil-endopeptidasas, las
metaloendopeptidasas, las seril-endopeptidasas, las treonil-endopeptidasas, y en un
ultimo grupo se englobarian aquellas que aun no han sido clasificadas (“unclassified-

endopeptidases”).

Una posible clasificacion de estas enzimas proteoliticas es la propuesta por
Marks y cols. (1974, 1968a, 1968b), basada en la afinidad por diferentes sustratos
cromogénicos. Segun esta clasificacién, las aminopeptidasas se agruparian en
acidas, basicas y neutras, dependiendo de que actuaran sobre sustratos &acidos,
basicos o neutros, respectivamente. Por otro lado, también se ha nombrado a las
peptidasas dependiendo del péptido sobre el que actuan. Asi, podrian describirse
peptidasas degradadoras de encefalinas, de TRH (hormona liberadora de

tirotropina), o de angiotensinas, entre otras.

En los afios 90, se establecieron las bases de un sistema de clasificacion
segln las secuencias y estructuras de las peptidasas, empleando la riqueza de
nuevos datos disponibles. De esta clasificacion surgio la base de datos MEROPS, que
desde 1996 constituye en Internet una fuente referencial con datos de todas las
peptidasas. Esta base de datos establece una clasificacion jerarquica construida
sobre los conceptos de Tipo Catalitico, Clan, Familia y Peptidasa (Barret y cols.,
2004).

En un primer paso, las peptidasas se agrupan segun el Tipo Catalitico, es
decir la naturaleza quimica de los grupos responsables de la catalisis anteriormente
mencionados, de los cuales tomarian la letra mayuscula inicial (A, C, M, S, T, U) de
la clasificacion. A continuacion las peptidasas se agrupan en clanes o familias,

atendiendo a grupos de peptidasas homaélogas.

Cada Clan agrupa una o varias Familias, con un origen comun. El nombre del
Clan viene determinado por una segunda letra mayuscula, que no se reutiliza en
caso de desaparecer el Clan en posteriores reorganizaciones de la clasificacion. No

todas las Familias pueden clasificarse en Clanes.

Las Familias se agrupan por homologia con el miembro mas representativo
del grupo, en base a la unidad peptidasica. La Familia aporta un numero secuencial
a la nomenclatura. Este niumero tampoco se reutiliza. Por Gltimo, cada peptidasa
tiene un identificador Unico, con 2 partes separadas por un punto (-). Aunque
existen diversas clasificaciones, las aportadas por la Enzyme Commission (EC), son
las aceptadas actualmente. En esta clasificacion las peptidasas se encontrarian
dentro del grupo E.C. 3.4, que hace referencia a las hidrolasas que actian sobre

enlaces peptidicos. La subclasificacion posterior estaria de acuerdo con la
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nomenclatura anteriormente mencionada, propuesta por Rawlings y Barrett en 1995
y 1999.

2.2. Peptidasas analizadas en este trabajo (Tabla 4)
2.2.1. Enzima convertidora de angiotensina (ACE)

La ACE (angiotensin-converting enzyme) forma parte de una gran familia de
metalopeptidasas que contienen zinc en su grupo prostético (Corvol y cols., 2004).
Existen dos isoformas de esta enzima, la ACE somatica de 170 kD y la ACE germinal
(testicular), ambas codificadas por el gen ACE situado en el brazo largo del
cromosoma 17. Este es un gen que contiene un polimorfismo insercién/deleccion
cuyas variantes pueden afectar a la actividad de la proteina codificada y que han
sido relacionadas con el riesgo a padecer diferentes enfermedades, entre ellas el
cancer (Ruiter y cols., 2011). El pH éptimo de la ACE es de 8, se activa por cloro y
es inhibida por priles (captopril, enalapril, lisinopril, etc.), sustancias muy utilizadas

en la farmacoterapia cardiovascular (Corvol y cols., 2004).

La ACE, también conocida como peptidil-dipeptidasa A, hidroliza péptidos en
su extremo carboxilo terminal desde donde libera dipéptidos. El sustrato natural
mejor conocido de la ACE es la angiotensina I (10 aminoacidos), que la enzima
convierte en angiotensina II (8 aminoacidos), péptido bioactivo con importantes
acciones sobre el sistema vascular y el balance hidroelectrolitico. Otro de los
substratos naturales de la ACE, la bradiquinina, con propiedades sobre el musculo
liso vascular y bronquiolar, es hidrolizada e inactivada por esta peptidasa. También
se ha descrito que la ACE es capaz de actuar como endoenzima sobre la sustancia P,
hormona luteotropa (LHRH), colecistoquinina-8, encefalinas, etc. (Corvol y cols.,
2004).

La forma somatica de ACE, a la que nos referiremos a lo largo de esta tesis,
se encuentra en el endotelio vascular y el epitelio de diferentes 6rganos y también
en el sistema nervioso, a nivel neuronal (Bader y Ganten, 2008). En el rifidon
humano, la ACE se expresa, y de forma abundante, en el tibulo proximal (Metzger
y cols., 1999), donde podria ejercer importantes acciones a nivel local (Kobori y
cols., 2007). Por su localizacién subcelular, unida a la membrana citopldsmica y con
su extremo c-terminal a nivel intracelular, forma parte de las glucoproteinas de
membrana tipo I (Guy y cols., 2005). Sin embargo, se sabe que es liberada a la
sangre (y otros fluidos corporales) por la accién de secretasas, donde es analizada

para el diagndstico de enfermedades como la sarcoidosis (Corvol y cols., 2004).
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2.2.2. Enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2)

Esta zinc metalopeptidasa fue descubierta a comienzos de la década pasada
por dos grupos diferentes (Donogue y cols., 2000; Tipnis y cols., 2000). Su gen
(ACE2) se situa en el brazo corto del cromosoma X, que codifica una enzima de 90
kD, por lo tanto mas pequena que su homéloga ACE. El pH 6ptimo de la ACE2 es de
6.5, se activa por cloro y es inhibida por quelantes tipo EDTA y por farmacos como
el DX600 (de uso para investigacion). Los inhibidores de la ACE, como el captropril y

homodlogos, no inhiben la ACE2 (Danilczyk y cols., 2004).

La ACE2 hidroliza péptidos por su extremo amino. El sustrato natural sobre el
que mayor afinidad posee es la angiotensina II, que convierte en angiotensina 1-7,
péptido vasoactivo con propiedades opuestas a la angiotensina II (Kobori y cols.,
2007). También tiene afinidad, pero menos, sobre la angiotensina I, y otros
neuropéptidos como la [Des-Arg]°-bradiquinina, neurotensina y dinorfina (Danilczyk
y cols., 2004; Lambert y cols., 2008).

Respecto a su localizacion tisular en humanos, esta peptidasa ha sido
descrita también en el endotelio, musculo liso y epitelio de tejidos como el corazon,
mucosa nasal y oral, aparato digestivo y pulmoéon (Hamming y cols., 2004). En el
rifidn humano, la ACE2 estd presente con diferente intensidad a nivel tubular
proximal (densidad alta) y distal, en el glomérulo y en los vasos (Lely y cols.,
2004). A nivel subcelular, la ACE2 aparece unida a la membrana citoplasmica

(glucoproteina de membrana tipo I) (Guy y cols., 2005).

2.2.3. Aminopeptidasa A (APA)

Identificada por primera vez en el rifion de roedores (Glenner y cols., 1962),
esta zinc metalopeptidasa es una enzima homodimérica con un peso molecular de
140-160 kD (Vezeux y cols., 1996; Wang y Cooper, 2004), cuyo gen (ENPEP) se
encuentra en el brazo largo del cromosoma 4 en humanos. Se activa por el calcio y

se inhibe por quelantes como EDTA y EGTA. Su pH éptimo es de 7.2.

La APA se caracteriza por catalizar la hidrdlisis de péptidos que contienen
residuos glutamil y aspartil en sus extremos amino, razéon por la que se la conoce
como aminopeptidasa A (acida), o como glutamil aminopeptidasa al tener mayor
afinidad por derivados glutamil en ensayos enzimaticos (Glenner y cols., 1962;
Wang y Cooper, 2004). El sustrato natural mejor conocido de la APA es la
angiotensina II, que la convierte en angiotensina III, por lo que es conocida también

como angiotensinasa (Wolf y cols., 1997).
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La APA estd ampliamente distribuida en nuestros tejidos, habiendo sido
descrita en células sanguineas, timo, pulmoén, intestino, pancreas, higado, placenta,
etc. (Li, 1993). El rifndn humano es un 6rgano muy rico en esta enzima, donde
también se la conoce como antigeno de diferenciacion gp160 (Nanus y cols., 1993;
Bander y cols., 1985). La APA participa en el desarrollo de este érgano (Dijkman y
cols., 2006), y en el rindn maduro se expresa en el glomérulo y en el epitelio
tubular (Nanus y cols., 1993; Bander y cols., 1985). A nivel celular, siempre se ha
descrito como glucoproteina de membrana tipo II, es decir, asociada a la superficie
celular y con el extremo amino situado dentro de la célula (Nanus y cols., 1993).
Sin embargo, varios autores han demostrado actividad de APA en la fraccidn soluble
en diferentes tejidos (Martinez y cols., 1999; Ramirez-Exposito y cols., 2000;

Ramirez y cols., 2008).

Tabla 4: Clasificacion jerarquica de las peptidasas objeto de estudio. Tomado de IUBMB Biochemical
Nomenclature home page (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los nombres que aparecen en cada
lista corresponden a diferentes denominaciones con las que se pueden encontrar citadas dichas enzimas en
la bibliografia.

Tipo Clan Familia No Enzima
EC

M MA M1 3.4.1 Aminopeptidasa A (APA), glutamil-
1.7 aminopeptidasa, angiotensinasa, aspartato
aminopeptidasa, glucoproteina (gp)160,
antigeno BP-1 de linfocitos B (ratén),
angiotensinasa A2.

M2 3.4.1 Enzima convertidora de angiotensina (ACE),
5.1 dipeptidil-carboxipeptidasa I, peptidil-peptidasa

A, peptidil-dipeptidasa, quininasa II, peptidil-

peptidasa I, peptidil peptidasa endotelial,

peptidil-dipeptidasa-4, peptidil-dipéptido
hidrolasa, CD143.
M2 3.4.1 Enzima convertidora de angiotensina-2

7.23 (ACE2), hACE2, Tmem?27.
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2.3. Funciones de las peptidasas

2.3.1. Las peptidasas como enzimas convertidoras de péptidos bioactivos

La comunicacidon entre células es una condicién indispensable para el
funcionamiento coordinado de cualquier organismo. Esta comunicacién se realiza
principalmente mediante tres sistemas: el sistema hormonal, el sistema nervioso y
los mediadores celulares. Los péptidos bioactivos son moléculas mensajeras
empleadas por estos tres sistemas. Este tipo de moléculas se caracterizan por su
ubicuidad, habiendo sido descritas en tejidos de todos los reinos de seres vivos, y
por sus secuencias cortas de aminodcidos que pueden encontrarse libres o
encriptadas en proteinas. Estos ultimos requeririan la hidrdlisis enzimatica para su
liberacion (Sumitomo y cols., 2005; Ansorge y Reinhold, 2006; Daffre y cols.,
2008). La accién conjunta de estos péptidos bioactivos con las enzimas y receptores
involucrados forman los diferentes sistemas peptidicos, de vital importancia en la

comunicacién celular (Turner, 1986; 1987).

El control peptidico es un fendmeno altamente complejo, y a la vez flexible y
aplicable al control de muy diversas funciones fisioldgicas y en tipos celulares muy
distintos. La funcion bioldgica mas conocida de las peptidasas es la conversion de
péptidos bioactivos. Gracias a su actividad hidrolitica las peptidasas pueden modular
las funciones de los mensajeros peptidicos, produciendo tanto formas activas, como

inactivas (Antczak y cols., 2001).

La mayor parte de estudios realizados sobre peptidasas y modulacion de
péptidos bioactivos se han realizado en el campo de la neurociencia. Sin embargo,
el mayor hito de interés clinico tuvo lugar con el descubrimiento del efecto
hipotensor de los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ACEi o
iECA), que interferian en el sistema renina angiotensina inhibiendo la produccién de
angiotensina II (Ondetti y cols., 1977).

Son muchos los péptidos que aln siendo denominados neuropéptidos ejercen
su acciéon también en o6rganos y tejidos distintos al sistema nervioso central. Por
ejemplo, ademas de las angiotensinas, estan la sustancia P, la bradiquinina, los
péptidos opioides, etc. (Hallberg y cols., 2004). Probablemente esta sea una de las
razones por las que las peptidasas se encuentren ampliamente distribuidas en

nuestros tejidos (Taylor, 1993).

En cuanto a su localizacién celular y funcién, cladsicamente se ha descrito que
las responsables de la conversiéon de péptidos bioactivos son las peptidasas de

superficie celular o ectopeptidasas (Turner, 1986; 1987). Estas, tienen el centro
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catalitico dirigido hacia el exterior de la célula, regulando asi las funciones de estos

mensajeros peptidicos (Turner, 1986; 1987; Taylor, 1993).

2.3.2. Acciones intracrinas de las peptidasas

Las enzimas proteoliticas no sélo se localizan en la superficie celular sino que
también se encuentran en forma soluble en el citosol, en el espacio extracelular, en
la sangre y en otros fluidos corporales (Mantle, 1992; O’Cuinn, 1998; Gil y cols.,
2001; Irazusta y cols., 2004; Valdivia y cols., 2004; Larrinaga y cols., 2005).
Actualmente, existen varias hipétesis que explican la funcion que las peptidasas

pueden ejercer desde sus diferentes localizaciones (Figura 4).

Por un lado, se ha descrito que tanto las formas unidas a la membrana como
las formas solubles intracelulares pueden ser secretadas al exterior, donde también
actuarian sobre péptidos (Balogh y cols., 1998; Shrimpton y cols., 2002). Por otro
lado, hasta hace poco se pensaba que la funcion de las peptidasas en el interior de
las células se limitaba a la Ultima etapa del catabolismo proteico (Mantle, 1992;
O’Cuinn, 1998). Asi, y dado que la accién de los péptidos bioactivos ocurre en la
superficie celular, las peptidasas citosdlicas no tomarian parte en su regulacion

metabdlica, salvo que se secretaran al exterior.

Sin embargo, en la Gltima década, se ha descrito que ademas de la funcion
endocrina, paracrina y autocrina, estos mensajeros peptidicos podrian tener
funciones dentro de la propia célula. Segun algunos autores, muchos péptidos
podrian actuar en el interior de la misma célula donde son sintetizados. Estos
péptidos, mediante su unidon a receptores intracelulares, regularian por accion
intracrina funciones como el crecimiento celular (Re, 2002; 2003; Re y Cook, 2006).
En este sentido, algunos autores sugieren que las angiotensinas podrian regular
intracrinamente el crecimiento de diferentes tejidos (Kumar y cols., 2007). Siendo
esto asi, las peptidasas intracelulares podrian ejercer una regulacién intracrina de

estos péptidos y del crecimiento celular (Ferro y cols., 2004).

23



Capitulo I

-Conversion de péptidos hioactivos

-Catabolismo proteico

C ) -Acciones intracrinas
N

Figura 4: Representacion grafica de las diferentes localizaciones de las
peptidasas y sus funciones en estos lugares. PM: peptidasa anclada a la
membrana; PS: peptidasa soluble, tanto citosdlica como secretada al espacio
extracelular; N: nucleo y M: membrana citoplasmatica.

2.3.3. Otras acciones de las peptidasas

Mas allda de su accién sobre péptidos bioactivos y gracias a su actividad
catalitica, la acciéon de las peptidasas también forma parte de los procesos que
conllevan a la degradacion de la matriz extracelular. Asi, se ha comprobado que
tienen importancia en el desarrollo de nuevos tejidos, en la inflamacién y, como

veremos posteriormente, en procesos neoplasicos (Carl-McGrath y cols., 2006).

Dentro de las acciones independientes de su actividad catalitica, se ha
descrito que algunas peptidasas tienen funcidon receptora. La estructura de
diferentes peptidasas de superficie celular contiene dominios intracitoplasmaticos de
pocos aminoacidos (Riemann y cols., 1999; Sumitomo y cols., 2005). De esta
forma, peptidasas como la ACE, ACE2, la endopeptidasa neutra (NEP/CD10) o la
aminopeptidasa N (APN/CD13) podrian dar lugar a sefiales intracelulares mediante

la interaccion con diferentes moléculas, condicionando funciones como el
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crecimiento y la migracidn celular (Antczak y cols., 2001; Nanus, 2003; Sumitomo y
cols., 2005; Fleming, 2006; Lambert y cols., 2010).

Las peptidasas también pueden ejercer su funcidn como moléculas de
adhesidn, proceso vital en el reconocimiento celular y necesario en fenédmenos como
la migracion celular (Riemann y cols., 1999; Antczak y cols., 2001; Carl-McGrath y
cols., 2006; Pro y Dang, 2004).

2.4. Papel de las peptidasas en la biologia tumoral

2.4.1. Péptidos y peptidasas en la biologia tumoral

La acumulacién de mutaciones en la célula da lugar a diferentes alteraciones
moleculares, y como consecuencia pueden generar la aparicion de un tumor, su
desarrollo y diseminacion. Estas alteraciones moleculares permiten a las células
neopldsicas adquirir ciertas capacidades que garantizan su autonomia, lo que se
conoce como los “hitos” del cancer (Hanahan y Weinberg, 2000). Por un lado, son
capaces de producir sus propias sefales de crecimiento y de responder de un modo
especial a las sefales enviadas por las células del entorno. Por otro lado, son
capaces de huir de la muerte celular programada (apoptosis) y adquirir un potencial
de multiplicacién ilimitado. A esto se le suma la capacidad de crear vasos nuevos
(angiogénesis) y de invadir tejidos a nivel local o a distancia. Por ello, de cualquier
tejido pueden surgir células tumorales con capacidad para crecer y sobrevivir de

forma auténoma (Hanahan y Weinberg, 2000; Carl-McGrath y cols., 2006).

En este proceso son fundamentales distintas moléculas, tales como
citoquinas, hormonas y factores de crecimiento. Muchas de estas moléculas son
péptidos que por su accién autocrina, paracrina e intracrina se han visto
relacionados con las distintas etapas del desarrollo tumoral. Las células tumorales
son capaces de producir nuevos factores peptidicos o aumentar su concentracién
para garantizar su crecimiento (Heasley, 2001; Re y Cook, 2006). Ademas, también
son capaces de aumentar la sensibilidad hacia estos factores o de provocar
resistencias hacia péptidos inhibidores del crecimiento. Estas acciones pretenden
generar bucles que favorezcan la proliferacion celular (Hanahan y Weinberg, 2000).
Entre los péptidos relacionados con el desarrollo de neoplasias podemos encontrar
angiotensinas, cininas, opioides, endotelina-1, bombesinas, etc. algunas de las
cuales son sustratos naturales de las enzimas seleccionadas para este trabajo. Por
lo tanto seria de esperar que las peptidasas, incluidas las de esta tesis,

desempefiaran un papel relevante en la regulacién de péptidos bioactivos dentro del
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microambiente tumoral (Deshayes y Nahmias, 2005; Ino y cols., 2004; Sumitomo y
cols., 2005; Cassoni y Bussolati, 2006; Tallant y cols., 2006).

2.4.2. Modelo de regulacién peptidasica

Para entender el posible papel de las peptidasas y péptidos bioactivos dentro
de esta patologia, algunos autores han propuesto el que viene siendo denominado
“modelo de regulacion peptidasica” (Antczak y cols., 2001; Nanus, 2003; Carl-
McGrath, 2006). Segun este modelo, la funcidn de las enzimas esta aumentada o
disminuida dependiendo del tipo tumoral del que se trate. Ambas situaciones
pueden desencadenar fendmenos neoplasicos. Asi, cuando se produce la pérdida de
la expresién o de la funcién de una peptidasa concreta, pueden aparecer procesos
tumorales si el sustrato que hidroliza estimula el crecimiento celular, promueve la
supervivencia celular o/y estimula la angiogénesis. También podria desarrollarse un
tumor si el sustrato es el precursor de un péptido inhibidor de estos procesos. En el
caso contrario, cuando una célula tumoral aumenta la expresién, o simplemente
expresa una peptidasa, puede dar lugar a procesos tumorales si su sustrato es un
péptido inhibidor del crecimiento celular o si es el precursor de un péptido que
favorece el desarrollo tumoral (Antczak y cols., 2001; Nanus, 2003; Carl-McGrath,
2006).

A pesar de que los factores que deben tenerse en cuenta para entender el
papel de las peptidasas en la carcinogénesis son numerosos, este modelo de
regulacién puede ser Util para relacionar a los péptidos y a las peptidasas con los
procesos neoplasicos. Por ejemplo, se ha descrito que la angiotensina II estimula el
desarrollo de células tumorales, la migracién celular y la angiogénesis en el
adenocarcinoma de pancreas, entre otros (Arafat y cols., 2007; Zhou y cols., 2009).
Segun algunos autores esta accién estd mediada por el aumento de expresion de la
ACE en esta neoplasia, que produciria un aumento de los niveles de ang II en el
microambiente tumoral (Arafat y cols., 2007). A su vez, esta acumulacién de ang II
también estaria mediada por los marcados descensos en la expresion de ACE2,

enzima que convierte la ang II en angiotensina 1-7 (Zhou y cols., 2009).

Sin embargo, es importante tener presente que cada tumor puede expresar
las mismas peptidasas de un modo diferente. Asi, en estudios realizados en tumores
ginecoldgicos, se ha descrito que la expresion de APA aumenta en el cancer de
cérvix uterino, no varia en el carcinoma de ovario y endometrio, mientras que en el
coriocarcinoma su expresién se regula a la baja (Ino y cols., 2004). Por otro lado, la
mayor parte de las peptidasas tienen afinidad por mas de un sustrato natural, como

hemos visto anteriormente en la descripcién de la ACE, ACE2 y APA. Ademas, los
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péptidos producidos y segregados en el microambiente de cada tumor no tienen por
gué ser los mismos, ni aparecer en las mismas concentraciones, ni siquiera tener el
mismo efecto ya que los receptores, su densidad y su funcion también es variable.
Por todo ello, en relacién a la regulacién peptidica, se dice que cada neoplasia (o

cada grupo de neoplasias) tiene sus caracteristicas especificas (Nanus, 2003).

2.4.3. Otras acciones de las peptidasas en los procesos proliferativos

Junto con la regulacidon peptidica, las peptidasas ejercen otras acciones
dependientes de su actividad catalitica que son necesarias para el crecimiento

tumoral.

Una vez originado el tumor, este necesita degradar la membrana basal y la
matriz extracelular para poder crecer, infiltrar tejidos y diseminarse a distancia.
Para que esto se lleve a cabo, es necesaria la coordinacién entre distintas enzimas
proteoliticas dentro de las cuales se encuentran las peptidasas (Carl-McGrath y
cols., 2006). Por ejemplo, ha sido descrito que el melanoma, tumor con mal
pronostico por su facilidad para migrar e invadir tejidos, expresa de novo la
Aminopeptidasa N/CD13, enzima que tiene afinidad por la angiotensina III. Esta
enzima, coordinada con metaloproteasas de la matriz (MMP), colabora en la
hidrolisis del colageno (Petrovic y cols., 2004). Ademas, la degradacién de la matriz
es fundamental para facilitar la migraciéon de células endoteliales y para generar
nuevos vasos, en el proceso de neoangiogénesis tumoral (Hanahan y Weinberg,
2000), en el cual también se ha descrito un papel importante de esta enzima
(Pasqualini y cols., 2000; Petrovic y cols., 2004). Por todo ello, y al igual que ocurre
con otras peptidasas, se ha descrito una correlacion positiva de la APN/CD13 con el
mal prondstico de algunos tumores, es decir, con su capacidad para crecer, invadir

tejidos y migrar (Petrovic y cols., 2004; Carl-McGrath y cols., 2006).

Empleando la prostata como modelo, Sumitomo y cols. (2005) observaron
gue la endopeptidasa neutra (NEP/CD10), enzima con accién sobre endotelina-1
(ET-1), bombesina y angiotensinas, inhibia el crecimiento y la migracion de células
tumorales en cultivos, gracias a la interaccion de su dominio intracitopldsmico con
diferentes moléculas (por ejemplo, la proteina PTEN supresora de tumores). Segun
estos autores, al perderse la expresién de NEP en los tumores prostaticos, no sélo
se altera la regulacion peptidica sino que se pierde también el control que esta
enzima ejerce como receptor en el crecimiento y la migracion celular (Sumitomo y
cols., 2005).
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Como se ha explicado anteriormente, la ACE y ACE2 también poseen
dominios intracitopldsmicos que activan sefales intracelulares, aunque no existen
por el momento trabajos que relacionen esta caracteristica con el crecimiento

tumoral (Fleming, 2006; Lambert y cols., 2010).

Por otra parte, las células tumorales, en su migracion tanto a nivel local
como a distancia, reconocen y se unen a algunas proteinas de la matriz extracelular
y de las células endoteliales, entre otras. En este sentido, ha sido descrito que
algunas peptidasas ejercen esta funcién de moléculas de adhesién. Por ejemplo, la
dipeptidil-peptidasa IV (DPPIV/CD26) se expresa en algunas células tumorales y
puede unirse al colageno de la matriz extracelular. También puede suceder que
algunas proteinas de la superficie de las células tumorales sean reconocidas por
DPPIV y otras peptidasas expresadas en el endotelio vascular de algunos tejidos a
los que las células tumorales se unen, dando lugar a la metastasis (Riemann y cols.,
1999; Carl-McGrath y cols., 2006; Pro y Dang, 2004).

Por tanto, las peptidasas ejercen diferentes acciones en distintas etapas del
cancer. Y es por ello que son moléculas de gran interés para la comprension de esta
enfermedad, asi como para el disefio de nuevas herramientas de diagnostico y

tratamiento.

Las enzimas que se analizaron en este trabajo (ACE, ACE2 y APA) son claves
en el sistema renina angiotensina (SRA) (Danilczyk y cols., 2004). Por esta razon,
en el siguiente punto se realizard una breve descripcion del SRA y se revisaran
algunos trabajos que demuestran la implicacion de este sistema peptidico en

enfermedades neoplasicas.

3. Sistema renina-angiotensina y su implicaciéon en procesos tumorales

3.1. Sistema renina angiotensina (SRA): de su concepto clasico al

descubrimiento de SRA locales

En su concepto clasico, el SRA es un sistema hormonal circulante regulador
del tono vascular y del balance hidroelectrolitico. Como se ve en la Figura 5, el
angiotensinégeno, producido en el higado, es transformado por la renina del aparato
yuxtaglomerular del rifidn en angiotensina I. Esta es a su vez convertida en
angiotensina II (ang II) por la enzima convertidora de angiotensina (ACE) presente

en el endotelio vascular pulmonar (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008).

La ang II se une a receptores AT1 y AT2, que pertenecen a la amplia familia

de receptores asociados a proteinas G y que se encuentran distribuidos en distintos
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tejidos. Esta unién produce una potente contraccion de la musculatura lisa vascular
y, de forma directa e indirecta, reabsorcion de sodio y agua en el rifion. El
conocimiento de este sistema endocrino ha sido de vital importancia para el
desarrollo de farmacos claves en el tratamiento de una gran variedad de
enfermedades cardiovasculares y renales. Entre estos se encuentran los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (ACEi) o los antagonistas de los
receptores de ang II (ARA-II) (Danilczyk y cols., 2004, Lambert y cols., 2008).

Angiotensindgenor-

Renina l

Ang [|*+®

ACE

v

Angiotensinall'$

Vasoconstriccion
Reabsorcion de sodio y agua

Liberacion de aldosterona

Figura 5. Sistema renina angiotensina (SRA)

Sin embargo, hoy en dia se sabe que ni este esquema es tan sencillo ni las
acciones del SRA se limitan a su funcidon endocrina. Con el tiempo se ha ido
descubriendo el papel de otros péptidos bioactivos, enzimas conversoras y
receptores, lo que demuestra la complejidad de este sistema y el potencial de los

farmacos que actlan o podrian actuar sobre él (Danilczyk y cols., 2004).

Aungue el péptido que clasicamente ha sido reconocido como efector del
sistema es la angiotensina II, puede verse que el sistema estd compuesto por varios
péptidos con actividad biolégica (angiotensinas III, IV, 1-7 y 1-9) que se producen
por la accién de diversas peptidasas: ACE, ACE2, APA, NEP/CD10, APN/CD13, Prolil

endopeptidasa (PEP), etc. Mas aun, se trata de un sistema en el que ademas de los
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clasicos receptores AT-1 y AT-2, existen otros tipos de receptores que median la
accion de otras angiotensinas: receptor Mas, receptor renina/prorenina y receptor
AT4 o IRAP (Fyhrquist y Saijonmaa, 2008) (Figura 6).

Por otro lado, en la ultima década se ha ido demostrando que multiples
organos y tejidos poseen la maquinaria molecular necesaria para la sintesis de los
diferentes componentes del SRA. Se piensa que estos SRA “locales” son regulados
de forma independiente al circulatorio, aunque pueden interactuar con él (Paul y
cols., 2006; Kobori y cols., 2007). De este modo, ademas de sus funciones clasicas,
las angiotensinas producidas a nivel local conducen a cambios a medio-largo plazo
en los tejidos, regulando el crecimiento y diferenciacién celular, y participando en
procesos proliferativos en situaciones de desequilibrio del sistema. Cabe destacar
gue el rifidn es uno de los 6rganos donde mejor se ha identificado este SRA local
(Kobori et al., 2007; Rosivall, 2009). Segun diversos autores, en este SRA
intrarrenal, las angiotensinas podrian estar regulando distintos procesos tanto por
via autocrina y paracrina como por mecanismos intracrinos, ya que se ha
demostrado la existencia de receptores de angiotensina en el nucleo de células

tubulares renales (Gwathmey y cols., 2010; Zhuo y Li, 2011).

En este “nuevo” contexto, se ha propuesto la existencia de dos ejes
complementarios en el SRA, cuyo desequilibrio podria inducir o afectar al desarrollo
de distintas enfermedades crénicas (Santos y cols., 2008). Un primer eje, el mejor
conocido y constituido por la ACE-ang II-receptor AT1, que ademas de la
vasoconstriccion y aumento de la volemia tipicos, induciria, a nivel local,
proliferacion celular, hipertrofia, inflamacidon, estrés oxidativo, fibrosis, etc. Y un
segundo eje, constituido por la ACE2, que a partir de la ang II produce angiotensina
1-7, péptido que actla sobre el receptor Mas. Este eje ACE2/Ang 1-7/Mas
contrarresta los efectos del anterior gracias a su accién vasodilatadora,
antihipertréfica, antiangiogénica vy antiproliferativa. Este descubrimiento ha
convertido los ratios ACE/ACE2 y ang II/ang 1-7 en “switchs” moleculares a tener
en cuenta en el desarrollo y evolucion de distintas enfermedades cardiovasculares y
renales, campo en el que han sido investigados en mayor profundidad (Wysocki y
cols., 2006; 2008; Kobori y cols., 2007; Wakahara y cols., 2007; Santos y cols.,
2008) (Figura 7).

30



Introduccidén

Angiotensinogeno

Renina l
ACEZ
Ang I'° Ang 1-9
FEP
MEP ACE
ACE MEP
id ACE2

APN

Ang II"£ E— -7
APA/ 9 PEP Ang 1
<«—| Ang I117®

APE < \ a l

R-PR =] AT4 . = AT2 B

Ang V=2

| |

Antiproliferacion

Proliferacion i iogé i

: Antiangiogénesis
Angiogénesis Proapoptosis
Hipertrofia Antihipertrofia

Fibrosis Antifibrosis

Figura 6. SRA: Eje ACE-ang ll-receptor AT1y eje ACE2/Ang 1-7/Mas

3.2. Sistema renina angiotensina y cancer

El descubrimiento de los SRA locales ha dado lugar a importantes avances en
el conocimiento de la implicacion de este sistema peptidico en los procesos
neopldsicos. Por un lado, se ha demostrado que las angiotensinas tienen un papel
relevante en la angiogénesis, crecimiento e invasividad tumoral. Ademas,
numerosos ensayos demuestran alteraciones en la expresion de diferentes
componentes del SRA en distintos tumores. Por otro lado, ensayos realizados en
cultivos celulares y en modelos animales sugieren un papel protector de los
inhibidores de la ACE (ACEi) y los antagonistas de los receptores de angiotensina
(ARA-II) frente al cancer. Papel que confirman varios estudios retrospectivos
realizados en pacientes con terapia antihipertensiva y ensayos clinicos en pacientes

oncoldgicos (Deshayes y Nahmias, 2005; Ager y cols., 2008; George y cols., 2010).
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3.2.1. Implicacion del SRA en los hitos del cancer: estudios en cultivos y

modelos animales

Actualmente existen datos numerosos que sugieren la implicacién del SRA en
todos los procesos o “hitos” que definen el cancer (Hanahan y Weinberg, 2000).
Aunque todos estos procesos son interdependientes y cooperativos, y aunque en
cada tipo de tumor pueda tener su propio perfil, es muy probable que el mecanismo
mas importante por el que el SRA los regule sea mediante la modulaciéon de la

angiogénesis (Ager y cols., 2008; George y cols., 2010).

Décadas de experimentacién sobre angiotensina II han tenido como objetivo
los efectos que esta molécula ejerce a nivel macrovascular, es decir, en la
circulacién general. Sin embargo, la ang II es un péptido que actia a nivel
microvascular, ya que regula localmente la angiogénesis tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas (Heffelfinger, 2007). Numerosos ensayos realizados en
cultivos y en modelos animales indican que la angiotensina II producida en el
microambiente del tumor, bien por las células tumorales o bien por otras células del
estroma (fibroblastos, macrofagos, etc.), estimula la expresion de variedad de
factores de crecimiento, agentes proangiogénicos y proinflamatorios, proteinas
intracelulares que inhiben la apotosis y metaloproteasas de matriz que son vitales
en la infiltracion y metastasis. Estos efectos parecen estar mediados por el receptor
AT1, aunque de modo indirecto se ven también implicados otros receptores

(Deshayes y Nahmias, 2005; Ager y cols., 2008; George y cols., 2010).

Uno de los métodos para demostrar estos efectos mediados por la ang II ha
sido el empleo de ACEi y ARA-II. Asi, se ha demostrado que farmacos conocidos en
el tratamiento de la hipertensién como los “priles” y “sartanes” (captopril, lisinopril,
candesartan, telmisartan, etc.) pueden inhibir el crecimiento y la invasividad de
distintos tumores soélidos de pulmén, colon, higado, vejiga, estdbmago, ovario, etc.
(Ager y cols., 2008; George y cols., 2010; Lee y cols., 2014; Okazaki y cols., 2014).

En contraste con lo anterior, todo parece indicar que la angiotensina 1-7,
producida fundamentalmente por accién de la ACE2, es un péptido que inhibe la
angiogénesis, efecto mediado por el receptor Mas. Los estudios sobre la implicacién
del eje ACE2-Ang1-7-Mas en la biologia tumoral son aun escasos. Se ha demostrado
por ejemplo que la ang 1-7 inhibe el crecimiento del cancer de pulmén (Gallager y
Tallant, 2004). También se ha demostrado que los aumentos de expresion de la ACE
y los descensos de la ACE2 inducen el crecimiento y angiogénesis en el cancer de
pancreas y de prostata (Deshayes y Nahmias, 2005; Arafat y cols., 2007; Zhou y
cols., 2009). Todo ello sugiere la posibilidad de desequilibrios entre ambos ejes en

el cancer, lo que apunta a los ratios ACE/ACE2 o Ang II/Ang 1-7 como herramientas
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de interés en el diagndstico y seguimiento de esta enfermedad y al SRA como diana

terapéutica del cancer (Figura 7).

ACE2
Ang 1-7
Mas

Antiproliferacion

Antiangiogénesis

Proapoptosis

Proliferacion
Angiogénesis
Escape de apoptosis
ACE
Angll
AT1

Figura 7. Balance sistemas SRA y su implicacion en el cancer

3.2.2. Desregulacion de SRA en lineas celulares y tejidos neoplasicos

humanos

Teniendo en cuenta que hay muchos tejidos que poseen SRA locales (Paul y
cols., 2006), seria esperable que muchos de sus componentes puedan expresarse
en tejidos y células neoplasicas. Sin embargo, se ha observado en varios casos que

dicha expresion se altera durante el proceso de transformacién maligna.

Se han descrito aumentos en la expresion de la ACE en el cancer de prostata,
colon, pancreas, mama y en el glioblastoma (Deshayes y cols., 2005; Arafat y cols.,
2007; Ager y cols., 2008; Bernardi y cols., 2012). También se han descrito
aumentos de la APA en el cancer de cérvix uterino, colon y cabeza y cuello (Ino y
cols., 2004; Marchio y cols., 2004; Perez y cols., 2009). A su vez, la expresion y
actividad de la ACE2 disminuye en el céncer de pancreas y aumenta en el de colon
(Zhou y cols., 2009; Bernardi y cols., 2012). En cuanto a los receptores,
especialmente en el caso del AT1, son mas comunes los aumentos de expresion o la

neoexpresion que las regulaciones a la baja. Ademas, en el caso del cancer de
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prostata, higado y mama, se ha visto que existen variaciones significativas en
funcion de la agresividad tumoral (grados y estadios), lo que implica un valor
prondstico de estos resultados (Deshayes y Nahmias, 2005; Ager y cols., 2008;

George y cols., 2010).

3.2.3. Estudios retrospectivos y ensayos clinicos

Uno de los primeros trabajos que introdujo el debate sobre la implicacién del
SRA en el cancer fue publicado en 1998 en la prestigiosa revista médica The Lancet
(Lever y cols., 1998). El estudio, realizado de forma retrospectiva en 5200 pacientes
gue habian recibido diferentes tratamientos farmacoldgicos contra la hipertensién,
sugeria que el uso a largo plazo de los ACEi protegia frente al cancer. No exento de
controversia (Grossman y cols., 2002), el debate ha seguido vivo y el niumero de
trabajos relacionados ha ido aumentando de forma exponencial en los Ultimos anos.
Muchos de ellos apuntan a que el uso de los ACEi y ARA-II protege del riesgo de
padecer diversos tumores sélidos (prostata, mama, pulmon, colorrectal y pancreas,
entre otros) o que incluso mejora el prondstico de quienes los padecen (Keizman vy
cols., 2011; McMenamin y cols., 2012; Wang y cols., 2013; Chiang y cols., 2014;
Makar y cols., 2014; Nakai y cols., 2014). Estos resultados son reflejo de los
mecanismos especificos (locales) de los ACEi y ARA-II, mas que de su accion
antihipertensiva general (Ager y cols., 2008; George y cols., 2010). En relacién con
esto, se ha sugerido que el uso de estos farmacos podria incrementar los niveles de
ang 1-7 que, como hemos mencionado, reduciria la angiogénesis y la proliferacion

(George y cols., 2010).

Otro de los campos que esta siendo muy prolifico es el de los estudios de
polimorfismos del gen ACE vy el riesgo de padecer distintas patologias, entre ellas el
cancer. En humanos hay dos alelos para la ACE: el alelo D (Deletion) se asocia con
mayor actividad de la ACE en suero (y en algunos tejidos) si se compara con el alelo
I (Insertion) (Ager y cols., 2008). Aunque también existen discrepancias entre estos
estudios, se ha descrito mayor riesgo de cancer de mama y de formas avanzadas de
cancer de préstata, de estdbmago y de colon en pacientes con genotipo D/D que con
I/1, es decir, en pacientes en los que puede haber mayor actividad de ACE vy, por lo
tanto, mayor produccidon de ang II (Vand der Knaap y cols., 2008; George y cols.,
2010). El unico estudio realizado en pacientes con cancer renal no demostrd
ninguna asociacién entre el polimorfismo ACE y esta neoplasia (Usmani y cols.,
2000).

Debido a que los estudios preclinicos apuntan al potencial uso de los

farmacos que actuan sobre el SRA en la terapéutica del céncer, algunos grupos han
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realizado ensayos clinicos en pacientes oncoldgicos. Estos han demostrado que los
ARA-II o la administracion subcutanea de ang 1-7 pueden retrasar la progresion de
neoplasias prostaticas, colorrectales y sarcomas (Uemura y cols., 2005; Petty y
cols., 2009; George y cols., 2010).

3.2.4. Sistema renina angiotensina intrarrenal (SRAi) y daifo renal:

éImplicacioén en el cancer renal?

En el rifndn se encuentran todos los componentes necesarios para producir
angiotensinas (Kobori y cols., 2007; Rosivall, 2009). El descubrimiento de este SRA
intrarrenal ha permitido comprender mejor el papel crucial de este sistema en la
homeostasis renal y los beneficios de los iECA y ARA-II en nefropatias hipertensivas
y diabéticas, donde existe un marcado componente proliferativo y fibrotico
(Wakahara y cols., 2007; Wysocki y cols., 2006; Santos y cols, 2008). Numerosos
estudios describen un desequilibrio en favor del eje de la ang II como factor de
riesgo en su desarrollo, lo que explica que el efecto beneficioso de los ACEi y los
ARA-II observado en algunas de estas patologias va mas alla del bloqueo que
ejercen estos agentes sobre el SRA circulatorio, actuando también sobre el SRA.I.
Sin embargo, a pesar de la abundante informacidn existente sobre el SRAi y dafio
renal, esta se ha centrado casi exclusivamente en patologia no neoplasica del rifion
(Kobori y cols., 2007).

A comienzos de esta década, un estudio realizado en una larga serie de
CCRCCs, demostré que la expresion inmunohistoquimica de los receptores AT1 y
AT2 en el carcinoma renal de células claras aumenta segin aumenta el grado
histoldgico y que se correlaciona positivamente con peores indices de supervivencia
a los 5 afios. Los autores de este trabajo sugirieron el empleo de ARA-II y ACEi
como herramienta terapéutica adicional en el tratamiento de esta enfermedad
(Dolley-Hitze y cols., 2010). Asi lo apuntan también algunos trabajos realizados con
estos farmacos en lineas celulares renales y en modelos animales de cancer renal
(Hii et al., 1998; George y cols., 2010; de Araujo Junior y cols., 2014). Del mismo
modo, un estudio retrospectivo y un ensayo clinico en pacientes con cancer renal
avanzado demostraron mejores prondsticos en aquellos pacientes que habian
recibido iECAs y ARA-II como tratamiento coadyuvante de suntinib e interferén-alfa

(Keizman vy cols., 2011; Tatokoro y cols., 2011).

En cuanto a las enzimas que componen el complejo esquema metabdlico del
SRA, estas son muy abundantes en el epitelio tubular, donde se originan la mayoria
de los tumores renales (Metzger y cols., 1999; Lely y cols., 2004). Su expresion y

actividad varia en los tumores renales, lo que hace de ellas buenas candidatas a
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marcadores de diagndstico/prondstico en estos tumores. Asi, por ejemplo, la
endopeptidasa neutra (NEP) 6 CD10, es habitualmente utilizada en clinica como
marcador de carcinomas renales de nefrona proximal (Pan y cols., 2004). Otras
peptidasas, como la aminopeptidasa N (APN/CD13), la aspartil aminopeptidasa
(ASP), prolil endopeptidasa (PEP) y aminopeptidasa B (APB), se ha demostrado que
cambian su actividad y expresién proteica y gendmica en el proceso de
transformacién maligna de las células epiteliales renales. Ademas, también varia en
funcién del subtipo histoldgico y se correlaciona con la agresividad tumoral y la
supervivencia de los pacientes con cancer renal (Varona y cols., 2007; 2010; Blanco
y cols., 2008; 2010; Larrinaga y cols. 2007; 2010; 2012). Estos resultados orientan
a que un desequilibrio metabdlico en el SRAi podria jugar un papel importante tanto
en la transformacién maligna del tejido renal como en la evolucién y pronéstico del

cancer renal.

Con el fin de conocer mejor el patron de actividad y expresion de las enzimas
reguladoras del SRA en las neoplasias renales, en el presente trabajo de tesis
doctoral se abordd el estudio de tres peptidasas clave en el SRA, como son las
enzimas convertidoras de angiotensina (ACE y ACE2) y la APA o angiotensinasa en

una serie de tumores renales.
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Objetivos

A pesar del importante nimero de publicaciones existentes en referencia a la
patologia tumoral y el papel de las peptidasas en la misma (Goéhring y cols., 1998;
Nanus y cols., 1998; Antczak y cols., 2001; Ino y cols., 2004; Carl-McGrath y cols.,
2006), el numero de trabajos en los que se presentan y discuten de manera
simultanea parametros como actividad enzimatica, expresidon tisular y expresion
génica de las mismas no ha sido muy abundante, incluyendo los estudios realizados
en rifién. En este sentido, el grupo de investigacion en el que se ha realizado esta
tesis doctoral, ha publicado algunos trabajos que describen cambios en la actividad
y expresion proteica y génica de diferentes peptidasas en tumores renales (Varona
y cols., 2007; Larrinaga y cols., 2007; Blanco y cols., 2008; Varona y cols., 2010;
Larrinaga y cols., 2010; 2012). Algunas de estas peptidasas se sitlan en el
complejo esquema metabdlico del SRA, lo que hace sospechar que la actividad de
otras enzimas reguladoras de angiotensinas podria también sufrir alteraciones. Por
esta razon, en el presente trabajo se analizaron las 3 enzimas consideradas claves

en la conversidn de angiotensinas: la ACE, ACE2 y APA.

Los distintos histotipos de neoplasias renales se seleccionaron siguiendo los
criterios que se explican a continuacion. Por un lado, se analiz6 el tumor renal mas
frecuente, el CCRCC, que abarca las tres cuartas partes de todas las neoplasias
renales (Lopez-Beltrdn y cols., 2006). Por otro, se analizaron tumores renales que
se originan en diferentes partes de la nefrona, CCRCC de la parte proximal, y
ChRCC y RO de la nefrona distal. Por ultimo, se analizé un tumor benigno (RO),
frente a dos malignos (CCRCC y ChRCCQC).

Asi, los objetivos de este trabajo de tesis doctoral se pueden resumir del

modo siguiente:

1.- Estudiar la actividad enzimatica de la ACE, ACE2 y APA tanto en las neoplasias

renales como en sus respectivos tejidos no tumorales adyacentes.

2.- Conocer la expresion tisular de las tres peptidasas en los distintos subtipos
histoldgicos (CCRCC, ChRCC y RO) y en el parénquima renal no neoplasico

adyacente.

3.- Analizar los niveles de mRNA de las tres enzimas en las neoplasias renales y en

el tejido no tumoral adyacente.
4.- Estratificar la actividad enzimatica de las tres enzimas convertidoras de

angiotensina en funcion del grado histoldgico, el estadio de la enfermedad, el

tamafo del tumor y la supervivencia a los 5 afios de los pacientes con CCRCC.
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1. Reactivos y productos

En este trabajo se han empleado los reactivos y productos que aparecen en

la Tabla 1.

Tabla 1: Reactivos y productos empleados. Se indica el proveedor, asi como la ciudad y el
pais de origen. Todos los reactivos quimicos eran de calidad para analisis o equivalente.

Proveedor Reactivos y Productos
Amersham Hex_él_'neros
. N Inhibidor de RNasa (RNA guard)
Bioscience DNasa I (FPLC pure)
Buckinghamshire, UK
Bachem Abz-Ser-Pro-3-nitro-Tyr-OH (SPNPT)

Bubendorf, Suiza

Trinity Biotech
Leiden, Holanda

3-2-furylacryloyl-I-
phenylalanylglycylglycine (FAPGG)

Biocare Medical
Concorde, EEUU

Reactivo BORG

Reactivo bloqueante de peroxidada
Reactivo Background Sniper

Kit Avidin-Biotin blocking
Estreptavidina-HRP
Diaminobencidina (DAB)

Eppendorf
Hamburgo, Alemania

Phase lock gel heavy 0,5 ml

Labolan
Esparza del Galar,NA,
Espafia

Medio de montaje Eukit

Maher
Bilbao, Espafia

Formol

Merck
Damstact, Alemania

Acetato sddico tri-hidratado
Acido ortofosforico

Cloruro de manganeso
Cloruro soédico

Eosina

Etanol absoluto

Fosfato sddico monobasico
Fosfato sodico dibasico

Isopropanol
Parafina
Quantace SensiMixPlus SYBR & Fluorescein
London, UK
Quiagen

Hilden, Alemania

Agua libre de RNasas

Sigma-Aldrich

Steinheim, Alemania

Glu-B-naftilamida

Azul brillante de Coomasie G-250
Azul de bromofenol

Bromuro de etidio

Captopril

Fenantrolina

DX-600

Dimethyl-sulféxido (DMSO)
DL-Dithiothreitol (DTT)

45



Capitulo III

Sigma-Aldrich
Steinheim, Alemania
(continuacion)

RNAlater

Puromicina

Seroalbumina bovina (BSA)

Tris (hidroximetil) aminometazol (Tris-
base)

Tri-reagent

1-Bromo-3-cloro-propano

Panreac
Barcelona, Espafa

Acido clorhidrico
Agarosa

Probus Acido acético glacial
Badalona, Espafia
Transcriptasa Reversa (M-MLV)
uss dNTPs
Ohio, EEUU

Tampdn de reaccién 5X ( M-MLV RT)

Zymo Research
California, EEUU

RNA clean-up kit-5

2. Obtencion del tejido biolégico empleado

En la presente tesis se analizaron 66 neoplasias renales procedentes de
pacientes nefrectomizados, diagnosticados y tratados en el Hospital Universitario de
Basurto (Bilbao). Estas muestras fueron incluidas en la Colecciéon Privada de
Muestras Biologicas C.0002800 (Investigacion en cancer), del Registro de

Biobancos, Seccion Colecciones, Instituto de Salud Carlos III (Madrid).

Las muestras obtenidas, tanto de tejido tumoral como no neopldsico

adyacente al tumor, se procesaron inmediatamente. Asi, para ensayar las
actividades enzimaticas las muestras se conservaron en un ultracongelador MDF-U5
186 S (Sanyo) a -80 °C. Posteriormente, el tejido renal se homogeneizé siguiendo
el procedimiento especifico que se detalla en el apartado 3.1. Aquella fraccion de
tejido que iba a ser analisis histologico e

empleada para su posterior

inmunohistoquimico fue fijada tal y como se describe en el apartado 4.1.
Simultdneamente, y cuando el tejido iba a ser empleado para determinar los
niveles de mRNA, las muestras se sumergieron inmediatamente en RNAlater
(Sigma-Aldrich) y se almacenaron a -80 ©°C, para evitar asi la degradacion del

mismo.

3. Analisis de la actividad convertidora de angiotensina
3.1. Fraccionamiento de la muestra

La actividad enzimatica se midié en la fraccion unida a membrana y en la

fraccion soluble, para lo que se realizd un fraccionamiento subcelular del tejido
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renal. Durante todo el proceso (reflejado en la Figura 1) las muestras se

mantuvieron a 4 °C.

Las muestras, tanto de tejido tumoral como de tejido no neoplasico
adyacente, fueron sometidas en primer lugar a un proceso de homogeneizacion.
Asi, una cantidad adecuada de tejido (100 mg de tejido fresco) se resuspendidé en
1,5 ml de tampodn Tris-HCI (0,2 M, pH 7,4) y se homogeneizé a potencia maxima en
un homogenizador PZR 50 (Heidolph). El homogenado resultante se centrifugd a
10.000 xg y 4 °C durante 35 min en una centrifuga Centrikon T2190 empleando el
rotor TFT 45.6 (Kontron).

Tras la centrifugacidén, se depositd el sobrenadante, correspondiente a la
Fraccion Soluble del tejido a analizar, en tubos eppendorf. El sedimento resultante
se resuspendié en 1 ml de tampdn Tris-HCl 0,2 M, pH 7,4 y se sometid a un nuevo
proceso de homogeneizacion como el previamente descrito. A continuacién, se
centrifugd a 800 xg durante 3 min en una centrifuga Labofuge 200 (Heraeus). El
sobrenadante resultante, correspondiente a la Fraccion de Membrana del tejido a

estudiar, se depositd en tubos eppendorf.

(-
I:r
” Fraccidn soluble
Homo geneizacidn Centrifugacion {sohrenadanta)
Tris-HCI 0,2 M 10.000 =g, 35 min,42C

ipH 7,4)

Homogeneizacion
Tris-HCI 0,2 M (pH 7,4)

[l

Centrifugacian
200 =g, 2 min

[T\ —< T o
@ Fraccidn
membrana

(sobrenadantz)

Figura 1: Esquema del procedimiento realizado para separar las fracciones celulares. La fraccion soluble y la
fraccion membrana representadas se emplearon en los analisis de la actividad enziméatica de las peptidasas del
estudio.
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3.2. Determinacion de la cantidad de proteina

La proteina total de las muestras se determind segun el método Bradford y
cols. (1976). Para ello, se afiadieron 2 ml del reactivo Bradford (azul brillante
Coomasie 0,117 mM, etanol al 5% vy acido ortofosforico al 15%) a 10 ul de muestra
procesada tal y como se ha descrito anteriormente. Transcurridos 10 min se leyd la
absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro UV-2401 PC (Shimadzu). Se

empled una recta patrén usando concentraciones conocidas de BSA.

3.3. Ensayos enzimaticos

En la Tabla 2 se desglosan las disoluciones empleadas para la determinacién
de las distintas actividades enzimaticas. Posteriormente, se describe como se midid

cada una de las actividades.

Tabla 2: Composicion de las disoluciones empleadas en la determinacion de la actividad enzimatica. En todos
los casos contenian albiimina bovina sérica (BSA) en una concentracion de 0,1 mg/ml. Son sustratos preparados en
tampdn Tris-HCI 50 mM (pH 7,4). NA: naftilamida; mM: concentracion final del sustrato enzimatico (en mM).

Sustrato mM PH (I:?I\cl:ll) I(VI;::/'I)Z
APA Glu-B-NA 0,125 7,4 ; 1
ACE FAPGG 0,800 8 300 -
ACE2 SPNPT 0,100 6.5 - -

3.3.1. Actividad de la Enzima Convertidora de Angiotensina

La actividad de la ACE se analizé en muestras neoplasicas renales y tejido no
tumoral adyacente de 45 pacientes con CCRCC (39 hombres, 6 mujeres, edad
media: 62 afios), 8 con ChRCC (4 hombres, 4 mujeres, edad media: 67 afios) y

otros 8 con RO (7 hombres, 1 mujer, edad media: 63 afios).

Para la determinacion de la actividad enzimatica de ACE (Homquist y cols.,
1979) se empled el sustrato artificial FAPGG (3-(2-furylacryloyl-I-Phe-Gly-Gly))
(Homquist y cols., 1979). La enzima rompe la union Phe-Gly, produciéndose FAP
(3-(2-furylacryloyl-1-Phe)) y Gly-Gly, de modo que FAP es medido mediante método

fotométrico (Figura 2).
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Se incubaron 900 pl de sustrato con 100 pyl de muestra y seguidamente (tg)
se midié la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm mediante el
espectrofotémetro (Hitachi Roche) a 25 °C. Después de 15 min (tis), se volvid a
medir la absorbancia a la misma longitud de onda. El cambio del espectro de la
absorbancia durante este periodo corresponde a la acciéon que la enzima tiene sobre
el sustrato. La actividad enzimatica se expresd como actividad especifica, unidades
de actividad peptidasica (UP) (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/min)/mg

de proteina.

COOH-Gly-Gly

e

(FAPGG) (FAP)

3-(2-furylacryloyl-I-Phe-Gly-Gly)

3-(2-furylacryloyl-L-Phe)

|

AA (t0-t15); A =340 nm

Figura 2: Esquema de la hidrélisis del sustrato FAPGG. Se mide la absorbancia de uno de los productos

obtenidos, FAP, en diferentes tiempos a 340 nm.

Para verificar que la liberacion de FAP fue mayoritariamente debida a la
accion de la ACE, se realizaron ensayos de inhibicion con captopril (10 pM) en

muestras renales procesadas idénticamente. La inhibicidén fue del 100%.

3.3.2. Actividad de la Enzima Convertidora de Angiotensina 2

La actividad de la ACE2 se analizé en las mismas muestras que para la ACE:
45 CCRCC, 8 ChRCC y 8 RO.

Se determind la actividad enzimatica mediante el Método de Yan y Cols.
(2003), empleandose para ello el sustrato artificial y fluorogénico SPNPT (Abz-Ser-
Pro-3-nitro-Tyr-OH). Se incubaron 100 pl de muestra con 1 ml de sustrato durante

dos horas a 37 °C. Para detener esta reaccion, se afiadido 1 ml de 0,1 M de acetato
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(pH 4,2) y seguidamente se cuantifico la actividad enzimatica mediante el

espectrofluorimetro (Shimadzu) a 410 nm tras ser excitada a 360 nm (Figura 3).

La enzima hidroliza el sustrato Abz-Ser-Pro-3-nitro-Tyr-OH, liberando Abz-
Ser-Pro y 3-nitro-Tyr-OH. La fluorescencia nativa del grupo Abz (2-Aminobenzoil)
esta apantallada por el 3-nitro-Tyr-OH. De esta manera, cuando la enzima hidroliza
el sustrato se libera Abz-Ser-Pro emitiendo una fluorescencia que es directamente
proporcional a la actividad enzimatica. Por tanto, mediante una curva de regresién

se extrapola la accion de ACE-2 sobre este sustrato.

Los ensayos de inhibicion de la ACE2 realizados con DX-600 (1 uM) en las

mismas muestras, mostraron una inhibicién del 97%.

OH-Tyr-NH,
Abz-Ser-Pro-3-Nitro-Tyr-OH
(SPNPT) (SP)
Abz-Ser-Pro-COOH
360 nm 410 nm

Figura 3: Esquema de la hidrdlisis del sustrato SPNPT por la ACE2. Uno de los productos obtenidos, SP, emite
fluorescencia a 410 nm cuando es excitado a 360 nm.

3.3.3. Actividad de la Aminopeptidasa A

Para la actividad de la APA se emplearon 50 CCRCC (40 hombres, 10
mujeres, edad media: 62 afios), 8 ChRCC (4 hombres, 4 mujeres, edad media: 67

afnos) y 8 RO (6 hombres, 2 mujeres, edad media: 64 afios).

Se emplearon 50 ul de muestra para el analisis de la enzima, al que se le
afadio 1 mL del sustrato glutamyl-B-naftilamida (Tobe y cols., 1980). La muestra
se incubd durante 30 minutos. La presencia de actividad peptidasica en la muestra
hace que la aminoacil-B-naftilamida se rompa liberando aminodcidos libres y
moléculas de B-naftilamina (Figura 4). Esta Ultima molécula tiene la particularidad
de ser fluorescente, emitiendo energia a una longitud de onda de 412 nm cuando
es excitada a 345 nm. La actividad enzimatica se determind por métodos

espectrofluorimétricos, para lo que se empled un espectrofluorimetro RF-540 de
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Shimadzu.

Los ensayos de inhibicidon con fenantrolina (1.2 mM) arrojaron una inhibicion
de la APA del 93% en la fraccion unida a membrana del tejido renal y del 84% en la

fraccion soluble.

HOOC- CH-R
1
MNH,

“-MNH-ODC-CH-R
o
—MNH,
Peptidil-p —-naftilamida

B —naftilamina

- Y
3 Y
hY

"

Aexcitacion= 345 nm Aemisidn= 412 nm

Figura 4: Esquema de la hidrélisis del sustrato de peptidasa en el ensayo enzimatico. Uno de los productos
obtenidos, B-naftilamina, emite fluorescencia a 412 nm cuando es excitado a 345 nm.

Todas las muestras se ensayaron por triplicado y se calculd la media y la
desviacién estandar. También se hicieron controles negativos (“blancos”), para lo

que se anadieron 50-100 ul de solucion Tris-HCI 50 a los respectivos sustratos.

Los valores obtenidos en los anadlisis de actividad enzimatica se
transformaron en unidades de actividad peptidasica (UP), definiéndose dicha unidad
como la cantidad de enzima que hidroliza un picomol de sustrato por minuto.
Posteriormente, los resultados finales se expresaron como actividad especifica

(UP/miligramo de proteina en la muestra).

4. Analisis histologico e inmunohistoquimico

4.1. Preparacion de las muestras: fijacion, inclusion, microtomia,

desparafinado e hidratacion

El proceso de fijacién tiene como objetivo aumentar la consistencia de un
tejido mediante la desnaturalizacién de sus proteinas e impedir la difusion de las

moléculas que se pretenden detectar.

Asi, las muestras objeto de estudio se fijaron con formol tamponado al 10%

(v/v) durante 24 h. Posteriormente se realizé el tallado de la pieza, obteniéndose
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una muestra representativa. Antes de la inclusion en parafina se llevo a cabo la
deshidratacion del tejido, mediante 2 bafios de etanol al 96%, 2 bafios de etanol al
100% y 2 bafios de xileno, cada uno de ellos de 1 h de duracién. Finalmente, el
tejido se incluyé en parafina liquida durante 2 h a una temperatura de 58-62 °C, de
tal forma que se posibilita el almacenamiento de las muestras a temperatura

ambiente hasta su procesamiento posterior.

De los bloques anteriormente mencionados, se obtuvieron, mediante un
microtomo (HM 340 E, Microm), cortes de 3 micras de espesor que se colocaron en
un bafio de flotacién con agua destilada a 50 °C con el objetivo de conseguir el
estiramiento éptimo de los mismos. A continuacién, los cortes se recogieron sobre
los portaobjetos convenientemente etiquetados y se fijaron en una estufa
(Memmert) durante 1 h a 60 °C. Para el desparafinado y la hidratacion del tejido se
realizaron 3 bafios de xileno de 5 min cada uno y a continuacién, 2 bafios de
alcohol al 100%, 2 bafios de alcohol al 95% y 1 bafio de agua destilada, cada bafio
de 1-2 min de duracion. Los portaobjetos se mantuvieron en este Ultimo bafio de

agua destilada hasta el paso siguiente.

4.2. Analisis inmunohistoquimico
4.2.1. Procesamiento de la muestra

Tras el desparafinado e hidratacién de la muestra, se procedié a la
recuperacion antigénica. Para ello, los portaobjetos se introdujeron en una cubeta
con reactivo BORG (Biocare Medical, Concorde, EEUU) y la cubeta se introdujo en
una camara de presién (Decloaking Chamber, Biocare Medical) con un programa en
dos pasos. Primero, la temperatura fue subiendo hasta alcanzar 125 ©C,
temperatura que se mantuvo durante 10 min. A continuacion, se disminuyd la
temperatura a 90 °C, durante 10 s. Pasado este tiempo, los portaobjetos se

dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 10 min.

El estudio de la expresion tisular se llevd a cabo mediante el método
indirecto de inmunoperoxidasa. En la Tabla 3 se muestran los anticuerpos

empleados para el analisis inmunohistoquimico.
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Tabla 3: Anticuerpos utilizados en los analisis inmonuhistoquimicos. Se indica el huésped, la dilucién
empleada, asi como el proveedor, la ciudad y el pais.

Anticuerpo primario Huésped Dilucion Proveedor
. . . Abcam
Anti-ACE Raton 1:50 Cambridge, UK
. . . Santa Cruz
Anti-ACE2 Raton 1:20 California, EEUU
Anti-BP1 (APA) Conejo 1:250 AbCam

Cambridge, UK

El proceso se realiz6 en una camara himeda a 25 °C sobre un agitador
orbital (Biocare Medical) a 35 rpm. Tras lavar los portaobjetos con PBS se cubrid la
muestra con un reactivo bloqueante de peroxidasa (Biocare Medical, Concorde,
EEUU) durante 15 min, a fin de bloquear moléculas del tejido que pudieran

interferir en la reaccion indirecta.

Las muestras se lavaron con PBS, y a continuacion con el reactivo
Background Sniper de Biocare Medical (Concorde, EEUU) durante 10 min, para
evitar uniones inespecificas. Finalmente, los portaobjetos se lavaron de nuevo con
PBS y se cubrieron con abundante bloqueador de avidina, y tras otro lavado con
PBS, con bloqueador de biotina. En ambos casos, los portaobjetos se incubaron
durante 20 min, se empled el Kit Avidin-Biotin blocking (Biocare Medical, Concorde,
EEUU).

Tras 3 lavados con PBS, se incubaron las muestras con el anticuerpo
primario correspondiente, cubriendo bien las secciones de tejido, durante 2 h.
Posteriormente, se lavaron los portaobjetos en PBS durante 5 min y se aplicé
generosamente el anticuerpo secundario biotinilado (Biocare Medical, Concorde,
EEUU) durante 30 min. Pasado este tiempo se lavaron las secciones en PBS durante
5 min, se aplicdé la estreptavidina-HRP (Biocare Medical, Concorde, EEUU) y se
incubd en la cdmara himeda durante 30 min. Tras un lavado en PBS durante 5
min, se aplicd el sustrato diaminobencidina (DAB) (Biocare Medical, Concorde,

EEUU) en una incubacién de 3 min.

Tras 2 lavados, el primero con PBS y el segundo con agua destilada, se
realizd el contraste del tejido con un preparado de hematoxilina durante 1 6 2 min.
El contraste se realizd, de nuevo, en cdmara himeda a 25°C y a 35 rpm. A
continuacion, se lavo el tejido con PBS y se procedié a su deshidratacién gradual a
través de alcoholes al 70, 80, 95 y 100%, durante 1 min cada uno. Finalmente, las

secciones se bafiaron en xileno, donde se mantuvieron hasta el siguiente paso.
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Por ultimo, los portaobjetos se secaron en la parte posterior, donde no se
encontraba el tejido, manteniendo la humedad del tejido con xileno residual y se les
aplicé unas gotas de medio de montaje Eukit (Labolan, Esparza del Galar, Navarra,
Espafia) directamente en la zona de tejido. Se colocd el cubreobjetos suavemente y
se empujaron hacia afuera las burbujas que se formaron. Una IgG inespecifica fue
usada como control negativo. La reaccién positiva fue visualizada con la solucién

DAB seguida por la tincion de contraste con hematoxilina.

4.2.2. Evaluacion de la expresion tisular de las peptidasas empleadas como

marcadores tumorales

La expresion tisular de las enzimas fue evaluada tras la tincidon
inmunohistoquimica previamente descrita. Las secciones de tejido fueron
examinadas bajo microscopia 6ptica (Nikon 80i), cada seccion fue considerada
como positiva ante la presencia de tincidn, independientemente de su localizacion e
intensidad y negativa como la ausencia completa de tincién. Los resultados fueron
divididos en cuatro categorias: negativo (-); tincidn débil (+); tincion moderada
(++); tincidn intensa (+++). Dependiendo de su distribucion, cada tincion positiva

fue subdividida en dos categorias: difusa o focal.

4.3. Analisis histologico

4.3.1. Tinciéon con hematoxilina y eosina

Para la determinacion del grado y el estadio de CCRCC se realizé un analisis
histoldgico de las muestras tras la tincion con hematoxilina y eosina. Para ello, los
cortes se lavaron durante 5 min con agua corriente y se cubrieron con hematoxilina
durante 3 min. Tras lavar de nuevo con agua corriente, se realizaron 3 bafios con
HCl al 0,5% en alcohol (v/v) durante 3 s cada uno y se enjuagaron con agua
durante 5 min. A continuacién, los cortes se tifieron con eosina acuosa al 1% (v/v)
durante 25 s y se volvieron a lavar con agua. Para deshidratar las muestras, se
realizaron inmersiones de 10 s en disoluciones de concentracién creciente de
alcohol, 2 bafios de alcohol al 96% y 2 banos de alcohol al 100%. Por ultimo, los
cortes se sumergieron durante 10 s en 2 bafios de xileno. Las muestras se
montaron con medio de montaje Eukit (Labolan, Esparza del Galar, Espafia) y se

dejaron solidificar toda la noche a temperatura ambiente.

54



Materiales y Métodos

4.3.2. Determinacion del grado histopatologico

Para determinar el grado histopatoldgico que presentaban las muestras de
CCRCC se empled el sistema de grados de Fuhrman (Fuhrman y cols., 1982). Este
sistema es en la actualidad el mejor indicador del grado histoldgico en todos los
carcinomas renales. La graduacidon se hace de acuerdo con el area de mayor grado

nuclear, asi sea muy pequefia, tal y como muestran la Tabla 4 y la Figura 5.

Tabla 4: Caracteristicas de los diferentes grados nucleares empleadas en el sistema de Fuhrman y cols.
(1982).

Grado Bajo

G1: nulcleos pequefios monomorfos, sin nucléolos visibles.
G2: nucleos levemente pleomérficos, con nucléolos visibles a 10x.

Grado Alto

G3: nucleos moderadamente pleomdrficos, nucléolos visibles.
G4: nucleos muy pleomorficos, nucléolos grandes y multiples.
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Figura 5: Microfotografias de cortes transversales de carcinomas renales con diferente grado nuclear de

Fuhrman. (A) Grado 1, (B) Grado 2, (C) Grado 3, (D) Grado 4. Tincién H&E, X400 en las 4 microfotografias.
(Imagenes tomadas de: http://www.kidneypathology.com).
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4.3.3. Clasificacion del estadio neoplasico

Para determinar el estadio de los adenocarcinomas renales se han

conformado diferentes sistemas. Entre ellos el sistema mas utilizado es el método

TNM (Tumor, Node, Metastasis). Este sistema, que tiene en cuenta la localizacion

del tumor primario, su didmetro mayor, la afectacion de estructuras vecinas, las

caracteristicas de los ganglios linfaticos y la presencia de metastasis fue el

empleado para la determinacion del estadio de las muestras de CCRCC (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas empleadas por el sistema TNM para la determinacion del estadio en muestras de
RCC. (Tomado de: Greene y cols., 2002 y UICC, 2002).

Tumor primario (Tumor = T)

TO: no hay indicios de tumor primario.

T1: Tumor de didmetro maximo menor o igual a 7 cm, limitado al rifidn.

T1la: Tumor de 4 cm o menos.
T1ib: Tumor de mas de 4 cm, pero menor de 7 cm.

T2: Tumor de diametro maximo mayor de 7 cm, limitado al rifidn.

T3:

Tumor que se extiende a las venas principales o invade la glandula

suprarrenal o los tejidos perirrenales, pero sin atravesar la Fascia de
Gerota.

T3a: Tumor que invade la glandula suprarrenal o los tejidos
perirrenales, pero sin atravesar la Fascia de Gerota.

T3b: Tumor que se extiende de forma importante en las venas renales
0 cava por debajo del diafragma.

T3c: Tumor que se extiende de forma importante en la vena cava por

encima del diafragma.

T4: Tumor que atraviesa la Fascia de Gerota.

Tx: No se puede evaluar el tumor primario.

Ganglios linfaticos (Lymphatic Node = N)

NO:
N1:
N2:
Nx:

No hay evidencia de ganglios linfaticos afectados.
Metdstasis en un Unico ganglio linfatico regional.
Metdstasis en mas de un ganglio linfatico regional.

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales.

Metastasis (Metastasis = M)

MO: No hay metastasis a distancia.

M1:

Metastasis a distancia.

Mx: No se pueden evaluar las metdstasis a distancia.
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5. Anadlisis de la expresion génica de los genes que codifican para

peptidasas por qRT-PCR

Se analizaron los niveles de mRNA de los genes que codifican para
peptidasas por gRT-PCR a tiempo real. Los genes de las peptidasas analizados
fueron los siguientes: ACE, ACE2 y ENPEP (o gen APA). Como genes normalizadores
se utilizaron el TBP (proteina de union a la caja TATA), SDHA (complejo succinato

deshidrogenasa, subunidad A), PPIA (peptidilprolil isomerasa A) y BA (B-actina).

5.1. Extraccion de mRNA

El RNA total de tejido renal se extrajo con el reactivo Tri-reagent de Sigma
(St. Louis, MO, EEUU) segun el protocolo del fabricante, basado en el descrito por
Chomczynski y Sacchi (1987). Para ello se homogeneizaron los tejidos en un
homogenizador Ultra-turax T8 (Ika-Werke) con 500 pl de reactivo Tri-reagent, a
potencia maxima y bajo campana de gases ST 1500 (Burdinola). A continuacién, la
muestra se centrifugd a 18.228 xg durante 12 min, empleando una centrifuga
350R (MPW). El sobrenadante que resulto tras la centrifugacion se transfirié a tubos
Phase lock gel heavy 0,5 ml de Eppendorf (Hamburgo, Alemania) y se adicionaron
100 pl de 1-bromo-3-cloro-propano. Estos tubos poseen una fase acuosa, una
interfase y una fase organica donde quedan retenidos el RNA, DNA y las proteinas
respectivamente. De modo que, tras una centrifugacion a 18.228 xg durante 12
min, la fase acuosa, que contiene el RNA, se transfirio a tubos eppendorf con 500 pl
de isopropanol donde se mantuvieron durante 5 min a 4 °C con el objetivo de
ayudar en la precipitacion del RNA libre de DNA y proteinas. Los tubos eppendorf se

agitaron enérgicamente y se centrifugaron a 18.228 xg durante 12 min.

Tras la centrifugacion se elimind el sobrenadante, y al sedimento resultante
se adicionaron 500 pl de una solucién que contenia etanol al 70% (v/v) en agua
libre de RNasas (Quiagen, Hilden, Alemania). A continuacién, se agito
vigorosamente y se centrifugd a 18228 xg durante 5 min. Todo el proceso se
realiz6 a 4 °C para preservar la integridad del RNA. Tras la centrifugacién, se
elimino el sobrenadante y se dejo secar el sedimento resultante durante 2 min a 60
oC en una estufa (P-Selecta). A continuacion, el sedimento se resuspendié en 50 pl
de agua libre de RNasas y se agitd en un vortex. 45 pl de los 50 ul se almacenaron
en el ultracongelador a -80 °C hasta el siguiente paso. Los 5 pl de RNA restantes se
emplearon en una electroforesis realizada para comprobar el estado 6ptimo del RNA

de la muestra tras la extraccion.
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5.2. Electroforesis en gel de agarosa

La integridad del RNA se comprobd mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) en 49 ml de agua libre de RNasas y 1 ml de tampdn TAE [Tris-
base 0,4 M; Acido acético 5,7% (v/v); EDTA (Na;) 10 mM, pH 8,4).

Para ello, se empled una mezcla que contenia 5 ul de RNA, 5 yl de agua libre
de RNasas y 3 pl de azul de bromofenol (al 0,25%, p/v). Las bandas de RNA se
separaron mediante una cubeta GNA 100 de Pharmacia Biotech. Se aplicé un
voltaje de 140V durante 10 min con una fuente de alimentacién LKB-GPS 200/400
de Pharmacia, para que se desnaturalizaran las proteinas. A continuacién, se cargd
la muestra y se aplicd un voltaje de 120V. A continuacién, el gel de agarosa se
sumergié en bromuro de etidio (1 ug/ml) diluido en agua destilada, durante 10 min
y posteriormente en agua destilada durante 30 min para eliminar el exceso de
tincién. Las imagenes de separacion electroforética se obtuvieron mediante una
placa ultravioleta TC-312 A de Spectroline y un sistema de fotografia Gelprinter de
TDI (Figura 6).

18S

28S
Figura 6: Imagen representativa de la

separacion electroforética del RNA
purificado en gel de agarosa y de las
bandas de RNA ribosémico 18S y 28S.

T: tejido tumoral y N: tejido no neoplasico
adyacente al tumor.

5.3. Tratamiento con DNasal

Se realizd un tratamiento con DNasa I para eliminar del RNA extraido la
contaminacion con DNA gendmico. Para ello se utilizd la mezcla descrita en la
Tabla 6.
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Tabla 6: Composicion de la mezcla de reaccion empleada para el tratamiento con DNasa I. Los volumenes

estan referidos a una muestra.

Tris HCI 2 ul (1 MpH?7,5)
MgCl, 0,6 ul (1 M)

DNasa I 0,36 pl (10.000 U/ml)
Inhibidor de RNasas 0,14 pl (21.500 U/ml)
H,O libre de RNasas 21,9 pul

Asi, a 25 upl de muestra se adicionaron 25 pul del tratamiento, la mezcla
resultante se agitdé en un vortex a baja velocidad. A continuacién, la mezcla se

incubd a 37 °C durante 10 min en un termobloque D 1200 de Labnet.

Para realizar una purificacion del RNA se empled el kit RNA Clean-Up Kit-5
de Zymo Research (California, EEUU) y se siguieron las instrucciones del fabricante.
A los 50 pl de mezcla (muestra con tratamiento DNasa I) se adicionaron 200 pul de
tampon de unién. El volumen de mezcla resultante se pasé por una columna Zymo-
Spin acoplada a un tubo colector, ambas incluidas en el kit, se centrifugd a 14.000
xg, a temperatura ambiente y durante 1 min en una centrifuga Eba 12 de Hettich
zentrifugen. A continuacién, se adicionaron a la columna 350 pl de tampdn de
lavado y se centrifugd a 14.000 xg, a temperatura ambiente y durante 1 min, este
paso de lavado se repitid dos veces. Por ultimo, se adicionaron 50 pl de agua libre
de RNasas y se sustituyo el tubo colector por un tubo eppendorf donde se recogid la
muestra eluida tras una centrifugacion en las condiciones mencionadas en el paso

anterior.

5.4. Cuantificacion de mRNA

La concentraciéon de RNA de las muestras se determind utilizando un
espectrofotometro LKB Gene ATAQ Controller de Pharmacia. Para ello, se tomaron 5
ul de la solucion con RNA y se resuspendieron en 45 ul de agua libre de RNAsas. Se
calculd la concentracion original de la muestra a partir de las unidades de densidad

optica obtenidas a 260 nm (una densidad éptica corresponde a 40 ug/ml).

5.5. Sintesis de cDNA

Para realizar la retrotranscripcién (RT) se tomaron 8 ug de RNA libre de DNA

genomico, se mezclé con 1 ul de hexameros (Random hexamer, Amersham
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Bioscience, Buckinghamshire, UK) al azar como cebadores y se llevd a un volumen
de 35 pl con agua libre de RNasas. La mezcla se incubd en un termociclador PTC-
100 de MJ] Research durante 10 min a 65 °C para desnaturalizar el RNA y los
cebadores. Tras la incubacién, las muestras se mantuvieron en hielo y rapidamente
se adicionaron 15 pul del preparado de la reaccién de cDNA. El volumen final de
reaccion (50 ul) con la composicion mostrada en la Tabla 7 se introdujo de nuevo
en el termociclador con el siguiente programa: 70 min a 37 °C, 2 min a 94 °Cy 5

min a 22 °C. El cDNA obtenido se almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

Tabla 7: Composicion de la mezcla de reaccion empleada para la sintesis de cDNA. Los volimenes estan
referidos a una muestra.

Hexameros 1 ul (265 ng)
mRNA 0,24 pg/ul
dNTPs 2,5 ul (10 mM)
Tampdn de reaccién 5x 10 pl

1 ul (25.000 U/ml)
1 ul (21.500 U/ml)
0.5 pl

Transcriptasa Reversa (M-MLV)
Inhibidor de RNasas
H,O libre de RNasas

5.6. Reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real

Los niveles de mRNA en la muestra se determinaron por PCR cuantitativa a

tiempo real, para ello se utilizaron los cebadores que aparecen en la Tabla 8.

Tabla 8: Cebadores empleados en la PCR. Los oligonucleétidos presentes en la Tabla fueron disefiados con el
software Primer 3 y suministrados por Sigma-Genosys (Cambridge, UK).

Simbolo

del Gen Cebador Sentido Cebador Antisentido pb
ACE  5-CGAACCCACTTTGATGCTG-3 5-GAGAAGTGGAGGTGGATGGTCT-3' 12
ACE2  5-CCTCATAGCCTGCCTCCTTG-3 5-GAACAGAGATGCGGGGTCA-3' 133
ENPEP  5-CGGAGAACGGACAAGTCAAG-3' 5-CGGAGAACGGACAAGTCAAG-3' 133
HKG
TBP  5-GGATAAGAGAGCCACGAACCAC-3"  5-TTAGCTGGAAAACCCAACTTCTG-3 139
SDHA  5-TCTGCCCACACCAGCACT-3’ 5-CCTCTCCACGACATCCTTCC-3’ 142
PPIA 5-GGTCCCAAAGACAGCAGAAAA-3 5-TCACCACCCTGACACATAAACC-3° 114
ACTB  5-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3 5-ATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3 362
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Para la determinacién de la expresidon de los genes indicados en la Tabla 8,
se utilizaron 5 ul de cDNA (25 ng), 0,4 pl de la mezcla de cebadores, 2,1 ul de agua
Milli-Q autoclavada y 7,5 pl de SensiMixPlus SYBR & Fluorescein (Quantace,
London, UK). La mezcla de reaccion empleada contiene SYBR Green I, un
fluorocromo inespecifico que se une a la doble cadena de DNA y detecta su
generacion exponencial, tras ser excitado mediante luz azul (A max = 488 nm), por
la emisién de luz verde (A max= 522 nm) como muestra la Figura 7 (Zipper y cols.,
2004). Para el analisis de PCR se empled un termociclador Lightcycler de Bio-Rad
(Hércules, PA, EEUU) acoplado a un sistema informatico que emplea el software
iCYCLER iQ. El proceso constdé de una desnaturalizacién inicial de 10 min a 94 °C, y
tres incubaciones posteriores de, 10 sa 94 °C, 20sa 60 °Cy 30 s a 72 °C para 40

ciclos.

Aexcitacion= 488 nm Aemisidon=522 nm

Umbral de
fluorescencia

%33%% -

Fluorescencia

cDNA SYBR Green | N°Ciclos

Figura 7: Representacion grafica de la unién del fluorocromo (SYBR Green 1) a la cadena de DNA y
deteccion de su generacion exponencial. Cr: ciclo umbral.

Una vez concluida la reaccion, se obtuvieron los C; (Ciclo umbral),
correspondientes a los niveles transcripcionales de cada gen, tanto en la muestra
de tejido tumoral como en la de tejido no neopldsico adyacente al tumor. Estos
valores se obtienen a partir de la representacion de la intensidad de la
fluorescencia frente al nimero de ciclos de PCR. El valor C; es el nUmero de ciclos
a los cuales la sefial de fluorescencia de una muestra cruza la linea umbral, y es
inversamente proporcional a la cantidad de DNA de partida (Figura 7). Todas las
muestras se ensayaron por triplicado y se calculd la media y la desviacion

estandar. La conversion de las C; en valores relativos de cantidad se realizd
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mediante la siguiente formula a todos los valores: Nivel de expresién relativa = 2~
AACT "donde el ACr= (Cr gen diana - Cr gen de referencia) y AACr = (ACr muestra
-ACr muestra control). De esta manera se normaliza la cantidad de mRNA de cada

una de las muestras con respecto a la muestra control.

6. Tratamiento estadistico y ajuste de datos

Todo el tratamiento estadistico fue realizado con el programa SPSS 19.0
(IBM).

En primer lugar, se realizaron Pruebas de Normalidad (Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk) para saber si los resultados cuantitativos tenian una
distribuciéon normal o no. Posteriormente, los resultados de actividad y niveles de
mRNA en el tejido renal neoplasico se compararon con lo obtenido en el tejido
renal normal adyacente. Ademas, los datos en el CCRCC se estratificaron en
funcién del grado y estadio, y segun el didmetro del tumor. Basdandonos en la
informacién obtenida de las Pruebas de Normalidad, se emplearon pruebas no
paramétricas para realizar estas comparaciones (Test de Mann-Whitney y Rho de
Spearman). Por ultimo, se realizaron Test Log-rank y Curvas de Kaplan-Meier para
evaluar la asociacién entre la actividad de estas enzimas y la supervivencia a los 5
afos de los pacientes con CCRCC. Se compararon grupos creados por puntos de

corte basandonos en los valores de la mediana de cada una de las actividades.

Los resultados cuantitativos obtenidos en los analisis experimentales se
expresaron como la media £ error estandar (ES). Las diferencias significativas se

indican de la siguiente manera: *p<0,05, **p<0,01 y *¥**p<0,001.
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Resultados

Antes de realizar todo el tratamiento estadistico comparativo, se hizo una
Prueba de Normalidad de los datos de actividad y de niveles de mRNA. En todos los
casos, para las 3 enzimas analizadas, el estadistico demostréo que los datos no
seguian una distribucién normal (Prueba de Shapiro-Wilk: p<0.05 para los datos de
actividad; p< 0.001 para los datos de la PCR cuantitativa). Por este motivo, todo el

analisis estadistico posterior fue realizado mediante pruebas no paramétricas.

Para una mejor comprensién del apartado de Resultados y la posterior
Discusion, los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis doctoral se

describen en dos grandes grupos:

En el primero, se muestran aquellos datos que pueden tener relacién con el
proceso de transformacidon neoplasica del rifidn. Es decir, se describen la actividad
fluorimétrica, la expresion inmunohistoquimica y los niveles de mRNA de la ACE,
ACE2 y APA en el tejido tumoral de CCRCC, ChRCC y RO, comparandolas con el

tejido no neoplasico adyacente al tumor.

En el segundo apartado se muestran los datos que puedan correlacionarse
con el crecimiento, la agresividad y el prondstico de la neoplasia renal mas
frecuente, el CCRCC. Para ello, se estratificaron los datos de actividad y expresion
génica segun el grado histoldgico y estadio del tumor, y segun el diametro tumoral.
También se realizaron estudios de superviencia a los 5 afios, correlacionando los

datos de actividad con los indices de supervivencia de los pacientes.

Todos los datos numéricos (medias y errores estandar) representados en las
figuras de este apartado de Resultados se encuentran especificados en los Anexos

que acompafian este documento.
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1. Datos relacionados con transformacién neoplasica: Actividad
enzimatica, localizacion tisular y expresion génica en tejido neoplasico

renal y tejido no tumoral adyacente

1.1. Enzima convertidora de angiotensina (ACE)

1.1.1. Actividad enzimatica

La Figura 1 muestra la actividad enzimatica de ACE en la fraccion de
membrana de los distintos tejidos analizados (no se detecté actividad en la fraccidn

soluble).

La actividad fue significativamente inferior en el tejido tumoral respecto al
tejido no neoplasico en todos los casos estudiados, en CCRCC (4 veces), ChRCC (3

veces) y RO (5 veces).
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Figura 1: Actividad enzimatica de ACE medida en la Fraccion de Membrana de tejido tumoral o (CCRCC,
ChRCC y RO) y sus respectivos tejidos no neoplasico m=. La actividad enzimatica esta expresada como UP
(pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + error estandar (ES) y
los valores estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (***p<0,001; *p<0,05). CCRCC (n=45),
ChRCC (n=8) y RO (n=8).
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1.1.2. Localizacidn tisular

La Figura 2 muestra la expresion inmunohistoquimica de la ACE en los 3
subtipos de neoplasias renales y en el tejido no tumoral adyacente. En este ultimo,
se tifieron intensamente los tubulos proximales. Sin embargo, el inmunomarcaje

desaparecid en las células tumorales de todos los histotipos analizados.

Por otro lado, la ACE se expresaba en los nuevos vasos en formacion en el
CCRCC (Figura 3).

Figura 2: Inmunohistoquimica de la ACE en neoplasias renales. Tincion en hematoxilina eosina (HE) y tincion
ACE en CCRCC, ChRCC y RO. Aumentos: 200X. T: tumor; N: no neoplasico.
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Figura 3: Inmunohistoquimica de la ACE en tejido renal no tumoral y en el CCRCC. Aumentos: 400X. N: no
neoplasico; T: tumor. Las flechas indican neoexpresion de ACE en las células endoteliales de los vasos del tumor.

1.1.3. Expresion génica

Los niveles de expresion de mRNA de ACE se muestran en la Figura 4.
Aungue los resultados no fueron estadisticamente significativos, en el CCRCC la
expresién génica de ACE fue algo mayor en el tejido tumoral que en el tejido no
neoplasico. En ChRCC fue inferior y en RO fue similar.
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Figura 4: Niveles de mRNA de ACE medidos en tejido tumoral o (CCRCC, ChRCC y RO) y sus respectivos
tejidos no neoplasicos m. Los datos de gRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas
calculadas. Se representan la media £ ES. CCRCC (n=25), ChRCC (n=4) y RO (n=4)
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1.2. Enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2)
1.2.1. Actividad enzimatica

La Figura 5 muestra la actividad de ACE2 en la fraccion unida a membrana
de los rifiones estudiados (no se detecté en la fraccion soluble). La actividad
enzimatica fue significativamente menor en el tejido tumoral que en el tejido no
neoplasico en todas las neoplasias analizadas: CCRCC (1.5 veces), ChRCC (4 veces)

y RO (2.5 veces).
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Figura 5: Actividad enzimatica de ACE2 medida en la Fracciéon de Membrana del tejido tumoral o (CCRCC,
ChRCC y RO) y sus respectivos tejidos no neoplasicos m. La actividad enzimatica estd expresada como UP
(pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media £ ES y los valores
estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (**p<0,01; *p<0,05). CCRCC (n=45), ChRCC (n=8)

y RO (n=8).

1.2.2. Localizacion tisular

Tal y como puede verse en la Figura 6, la ACE2 también se expresé de forma
intensa en los tubulos proximales del rifidn no tumoral. A nivel neoplasico se
observo una tincion moderada en el CCRCC, mientras que fue negativa en ChRCC y

RO.
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Figura 6: Inmunohistoquimica de la ACE2 en neoplasias renales. Tincion en hematoxilina eosina (HE) y tincion
ACE2 en CCRCC, ChRCC y RO. Aumentos: 200X. T: tumor; N: no neoplasico.

1.2.3. Expresion génica
Se cuantificaron los niveles de mRNA de ACEZ2 en los distintos tejidos objeto
de estudio (Figura 7).

La expresion génica de ACE2 fue menor en el tejido tumoral que en el tejido
no neoplasico de ChRCC y RO, y mayor en CCRCC. Aunque al analizar el tejido
tumoral de ChRCC y RO se encontraron diferencias varios ordenes de magnitud
inferiores a su correspondiente tejido no neopldsico, estas soélo fueron

estadisticamente significativas en ChRCC (p<0,05).
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Figura 7: Niveles de mRNA de ACE2 medidos en tejido tumoral o (CCRCC, ChRCC y RO) y sus respectivos
tejidos no neoplasicos m. Los datos de qRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas.
Se representan la media = ES y los valores estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney
(*p<0,05). CCRCC (n=25), ChRCC (n=4) y RO (n=4).

1.3. Aminopeptidasa A (APA)

1.3.1. Actividad enzimatica

La actividad enzimatica correspondiente a APA se detecté tanto en la
Fraccion unida a Membrana como en la Fraccion Soluble de los tejidos sujetos a
estudio.

La Figura 8 muestra la actividad enzimatica de APA en la fraccién unida a
membrana. Los resultados mostraron una actividad significativamente inferior en el
tejido tumoral que en el tejido no neoplasico para todos los casos analizados.
Merece la pena destacar que mientras en CCRCC la actividad fue 2 veces inferior,
en ChRCC y RO fue 15 y 33 veces menor que en el tejido no tumoral,
respectivamente.
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Figura 8: Actividad enzimatica de APA medida en la Fraccion de Membrana de tejido tumoral o (CCRCC,
ChRCC y RO) y sus respectivos tejidos no neoplasicos m. La actividad enzimatica esta expresada como UP
(pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + ES vy los valores
estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (***p<0,001, **p<0,01). CCRCC (n=50), ChRCC
(n=8) y RO (n=8).

La Figura 9 muestra la actividad enzimatica de APA en la Fraccion Soluble.
En este caso también se observaron actividades significativamente menores en los
tumores respecto al tejido no neoplasico, aunque no reflejaron el gradiente

observado en la APA de membrana.
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Figura 9: Actividad enzimatica de APA medida en la Fraccion Soluble de tejido tumoral o (CCRCC, ChRCC y
RO) y sus respectivos tejidos no neoplasicos m. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de
sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + ES y los valores
estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (***p<0,001, **p<0,01). CCRCC (n=50), ChRCC
(n=8) y RO (n=8).

1.3.2. Localizacion tisular

La Figura 10 muestra el inmunomarcaje de la APA en el tejido renal no
neoplasico. Este fue muy intenso en los tubulos proximales y ligeramente positivo

en los distales y los glomérulos.
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No Neoplasico (APA)

Figura 10: Inmunohistoquimica de la APA en tejido renal no neoplasico. Aumentos: 400X. TP: tubulo proximal;
TD: thbulo distal; G: glomérulo.

Por otro lado, al analizar las neoplasias renales (Figura 11-12), la tincién se
mostré6 moderadamente positiva en los 3 subtipos. En el CCRCC la APA se
localizaba fundamentalemente en la superficie de la membrana, mientras que en
ChRCC y RO se marcaba difusamente a nivel citopldsmico. En la figura 12 puede
verse la transicidon entre tejido no neoplasico, intensamente marcado, y el CCRCC,

moderadamente positivo.

Figura 11.: Inmunohistoquimica de la APA en neoplasias renales. Tincion en hematoxilina eosina (HE) y tincion
APA en CCRCC, ChRCC y RO. Aumentos: 400X.
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Figura 12: Inmunohistoquimica de la APA en CCRCC. Transicién entre el parénquima renal no neoplasico (N) (a
la derecha), intensamente marcado, y el tejido tumoral (T) (a la izquierda), moderadamente positivo. Aumentos:
200X.

1.3.3. Expresion génica

Los niveles de mRNA de APA se cuantificaron en los distintos tejidos objeto
de estudio (Figura 13).

La expresion génica de APA fue significativamente mayor en CCRCC que en
su tejido no neoplasico circundante. Sin embargo, en ChRCC y RO los niveles de

mRNA en el tejido tumoral fueron marcadamente inferiores al tejido no neoplasico.
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Figura 13: Niveles de mRNA de APA medidos en tejido tumoral o (CCRCC, ChRCC y RO) y sus respectivos
tejidos no neoplasicos =. Los datos de qRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas.
Se representan la media + ES y los valores estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney
(*P<0.05). CCRCC (n=25), ChRCC (n=4) y RO (n=4).

2. Datos relacionados con la progresion, la agresividad y el prondstico
de los CCRCC

2.1. Estratificacion de los datos de actividad en funcion del grado

histolégico y el estadio

2.1.1. Actividad de la ACE

La actividad enzimatica de ACE fue significativamente mayor en los CCRCC
de grado alto (G3-G4) que en los de grado bajo (G1-G2). Sin embargo, no se
observaron diferencias destacables al estratificar la actividad en estadios (Figura
14).
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Figura 14: Actividad enzimatica de ACE en grado y estadio bajo o y alto m medida en la Fraccion de
Membrana de muestras de CCRCC. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato
fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + ES y los valores estadisticamente
significativos mediante el Test de Mann-Whitney (*p<0,05). Grado Bajo (n=23) y Grado Alto (n=22). Estadio Bajo

(n=30) y Estadio Alto (n=15).

2.1.2. Actividad de ACE2
No se observaron diferencias destacables al estratificar la actividad ACE2 en

grados y estadios (Figura 15).
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Figura 15: Actividad enzimatica de ACE2 en grado y estadio bajo o y alto m medida en la Fraccion de
Membrana de muestras de CCRCC. La actividad enzimética estd expresada como UP (pmol de sustrato
fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + ES. Grado Bajo (n=23) y Grado Alto

(n=22). Estadio Bajo (n=30) y Estadio Alto (n=15).
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2.1.3. Actividad de la APA

La actividad enzimatica de APA, en la fraccién unida a membrana, no vario

segln el grado y el estadio del CCRCC (Figura 16).
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Figura 16: Actividad enzimatica de APA en grado y estadio bajo o y alto m medida en la Fraccion de
Membrana de muestras de CCRCC. La actividad enzimética estd expresada como UP (pmol de sustrato
fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + ES. Grado Bajo (n=24) y Grado Alto
(n=26). Estadio Bajo (n=33) y Estadio Alto (n=17).

Sin embargo, la actividad APA detectada en la fraccion soluble fue
significativamente superior en los tumores de grado alto que en los de grado bajo.

No se observaron diferencias destacables al estratificar la actividad APA soluble en

estadios (Figura 17).
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Figura 17: Actividad enzimatica de APA en grado y estadio bajo o y alto m medida en la Fraccion soluble de
muestras de CCRCC. La actividad enzimética estd expresada como UP (pmol de sustrato fluorogénico hidrolizado/
min) por mg de proteina. Se representan la media £ ES y los valores estadisticamente significativos mediante el
Test de Mann-Whitney (*p<0,05). Grado Bajo (n=24) y Grado Alto (n=26). Estadio Bajo (n=33) y Estadio Alto (n=17).

2.2, Estratificacion de los datos de expresion génica en funcion del

grado histolégico y el estadio

Los niveles de mRNA de ACE, ACE2 y APA no variarion significativamente en
el CCRCC al estratificarlos segun el grado y el estadio, como puede observarse en

los graficos siguientes (Figuras 18 a 20).
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2.2.1. Expresion génica de la ACE

Expresion génicade ACE

(unidades relativas)
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Figura 18: Niveles de mRNA de ACE medidos en CCRCCs de Grado y Estadio bajo o y alto m. Los datos de
gRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas. Se representan la media £ ES. Grado
Bajo (n=12) y Grado Alto (n=13). Estadio Bajo (n=15) y Estadio Alto (n=10).

2.2.2. Expresion génica de la ACE2
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Figura 19: Niveles de mRNA de ACE2 medidos en CCRCCs de Grado y Estadio bajo o y alto m. Los datos de
gRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas. Se representan la media + ES. Grado
Bajo (n=12) y Grado Alto (n=13). Estadio Bajo (n=15) y Estadio Alto (n=10).
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2.2.3. Expresion génica de la APA
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Figura 20: Niveles de mRNA de APA medidos en CCRCCs de Grado y Estadio bajo o y alto m. Los datos de
qRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas. Se representan la media + ES. Grado
Bajo (n=12) y Grado Alto (n=13). Estadio Bajo (n=15) y Estadio Alto (n=10).

2.3. Relacion entre la actividad y los niveles de mRNA y el didmetro
tumoral (CCRCC)

Para conocer si la actividad o los niveles de mRNA de las enzimas cambia en

funcién del diametro tumoral se realizaron dos pruebas estadisticas.

Por un lado, el estudio de correlacién (Rho de Spearman) mostré que la
actividad de la APA unida a membrana es mayor cuanto mayor es el didmetro
tumoral (p<0.05), dato que se representa en la Figura 21. El resto de actividades
no revelaron cambios significativos (p>0.05). Tampoco observamos cambios en los

niveles de mRNA al compararlos con el diametro del tumor (p>0.05).
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Figura 21: Representacion de la correlacion entre la actividad APA de la fracciéon unida a membrana y el
diametro del tumor (CCRCC). Los valores representan la media £ ES. Rho de Spearman, coeficiente (r)= 0.290;
p<0.05.

También se comparo6 la actividad y la expresion génica en tumores con
didmetro menor (o igual) y mayor de 7cm. En este caso, se pudo ver que la
actividad de la APA de membrana y la ACE era significativamente mayor en los
tumores de mas de 7cm (Test de Mann-Whitney, p<0.05 en ambos casos). Se
observd una tendencia parecida para la actividad ACE2 y la APA soluble, aunque la
diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0.05) (Tabla 1). Sin embargo,
los niveles de mRNA no presentaron cambios al estratificarlos de este modo
(p>0.05) (Tabla 2).
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< 7cm > 7cm p
ACE 0.958 + 0.08 1.259 + 0.15 < 0.05
ACE2 29.7 £ 3.4 34.1 £ 6.5 > 0.05
APAm 5054 + 792 7666 + 1351 < 0.05
APAs 1420 = 163 1846 + 336 > 0.05

Tabla 1: Actividad ACE, ACE2 y APA segun el diametro del tumor (CCRCC). Se empled un Test no paramétrico
de Mann-Whitney. Se representan la media + ES (UP/mg de proteina). APAm: APA unida a membrana; APAs: APA

soluble.

<7cm >7 cm p
ACE 3+0.8 2.77 £ 1.04 > 0.05
ACE2 4.44 + 1.63 2.91 +£1.13 > 0.05
APA 6.9 £ 1.67 8.62 + 4.37 > 0.05

Tabla 2: Niveles de mRNA de ACE, ACE2 y APA segun el diametro del tumor (CCRCC). Se empled un Test no
paramétrico de Mann-Whitney. Se representan la media £ ES (expresion relativa).
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2.4. Relacidén entre la actividad enzimatica y la supervivencia a los 5 afos

de los pacientes con CCRCC

El seguimiento clinico de los pacientes con CCRCC se cerrd el 31 de
diciembre de 2011. El seguimiento medio fue de 62 meses y el nimero de fallecidos

hasta ese momento fue de 12 pacientes.

El analisis de supervivencia realizado mediante el método de Kaplan-Meier y
el Test Log-Rank (Figuras 22 a 25) demostraron que la actividad de ACE, ACE2 y
APA no se correlacionan con la supervivencia a 5 afios de los pacientes con CCRCC

(Log-Rank: p>0.05 en todos los casos).
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Figura 22: Representacion de la correlacion entre los niveles de actividad de ACE y la supervivencia a 5
afios de los pacientes con CCRCC (Test Log-Rank). Actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de
sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Log-Rank, p= 0.17.
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Figura 23: Representacion de la correlacion entre los niveles de actividad de ACE2 y la supervivencia a 5
afios de los pacientes con CCRCC (Test Log-Rank). Actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de
sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Log-Rank, p= 0.623.
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Figura 24: Representacion de la correlacién entre los niveles de actividad de APAm y la supervivencia a 5
afios de los pacientes con CCRCC (Test Log-Rank). Actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de
sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Log-Rank, p= 0.289.
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Figura 25: Representacion de la correlacién entre los niveles de actividad de APAs y la supervivencia a 5
afios de los pacientes con CCRCC (Test Log-Rank). Actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de
sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Log-Rank, p= 0.297.
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Discusion

1. Actividad enzimatica, expresion tisular y génica de enzimas
convertidoras de angiotensinas en neoplasias renales y parénquima renal

no tumoral adyacente

Los primeros resultados relevantes del presente trabajo se obtuvieron al
comparar el tejido renal no tumoral con el transformado o neoplasico. Los cambios
observados afectaron de distinto modo a la actividad, a la expresién proteica y a los
niveles de mRNA de las tres enzimas convertidoras de angiotensinas estudiadas, la
ACE, ACE2 y APA.

En todos los tumores analizados —un total de 66 entre CCRCC, ChRCC y RO-,
la actividad de estas tres enzimas demostré ser marcadamente inferior respecto al
tejido no neoplasico adyacente. Estos resultados corroboran lo descrito previamente
en trabajos en los que se analizd la actividad de la ACE (Takada y cols., 1985) y
APA en neoplasias renales (Gohring y cols., 1998; Nanus y cols., 1998). Aunque
estos estudios fueron realizados en pocos casos y mediante técnicas
semicuantitativas, los resultados demostraron descensos en la actividad en CCRCC,
ChRCC y RO. Ademas, este patrén fue previamente observado en este laboratorio
al analizar otras peptidasas que conforman el complejo esquema metabdlico del
SRA. Se observaron, por ejemplo, descensos significativos de la actividad de la
NEP/CD10, APN/CD13 y la cistinil aminopeptidasa (Varona y cols., 2007; Larrinaga
y cols., 2007; Blanco y cols., 2008; 2010).

Si tenemos en cuenta todos estos resultados, podria pensarse que en las
neoplasias renales se produce una pérdida general de la actividad peptidasica, si la
comparamos con el tejido renal no tumoral. Sin embargo, una enzima con acciéon
sobre angiotensinas, como la prolil endopeptidasa muestra aumentos de actividad
en el CCRCC (Larrinaga y cols., 2010), mientras que otras no varian
significativamente en ninguna neoplasia renal (Varona y cols., 2007; Blanco y cols.,
2008). Por lo tanto, es poco probable que estas diferencias entre tejido tumoral y
no neopldsico se deban a cambios generales en la protedlisis, sino mas bien a
cambios selectivos que podrian indicar la implicacion de enzimas como la ACE,

ACE2 y APA en el desarrollo de neoplasias renales.

Con el objetivo de conocer si los cambios de actividad eran debidos a
diferencias en la expresién proteica, se realizaron ensayos inmunohistoquimicos en
las mismas neoplasias. Segun diferentes autores, la expresion de estas tres
glucoproteinas es abundante en el parénquima renal, especialmente a nivel tubular
(Bander y cols., 1985; Nanus y cols., 1993; Metzger y cols., 1999; Lely y cols.,

2004), algo que pudimos constatar también en nuestros ensayos. Tanto la ACE,
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como la ACE2 y APA se marcan intensamente en el tubulo proximal. Sin embargo,

en la nefrona distal solamente se expresan la ACE2 y APA.

Al analizar las diferentes neoplasias renales sometidas a inmunotincion,
observamos que la ACE no se expresaba en ninguno de los 3 histotipos. Este
resultado indica que la baja actividad de la ACE en estos tumores esta relacionada
con la baja o nula expresion proteica de esta enzima en las propias células
tumorales. El CCRCC se origina en el tubulo proximal (Lépez-Beltran y cols., 2006;
Lopez, 2007), lugar en el que la ACE se expresa abundantemente (Metzger y cols.,
1999). Ello sugiere que en el CCRCC ocurre una regulacién a la baja de la expresion
tisular de esta proteina. Sin embargo, en la nefrona distal, lugar de origen del
ChRCC y RO (Lbépez-Beltran y cols., 2006; Lopez, 2007), no se detecta esta
enzima. Por lo tanto, en estos dos tumores, la ausencia o muy escasa presencia de
la enzima no parece guardar relacién con regulaciones a la baja en la expresion de
la proteina (en el siguiente punto se hard hincapié en los cambios relacionados con

el origen histogenético de estas neoplasias).

Por otro lado, la inmunohistoquimica demostré que en el CCRCC la ACE se
expresa en los vasos, mientras que no lo hace en el rifion no tumoral. Este
resultado es importante porque esta enzima ha sido postulada como marcador de
angiogénesis en patologia no neoplasica del rifion (Metzger y cols., 1999) y en
tumores de otro origen (Deshayes y Nahmias, 2005), lo que apunta a un papel de

la ACE en la formacion de nuevos vasos en el cancer renal.

En cuanto a la expresion proteica de la ACE2, esta fue moderada en el
CCRCC y negativa en el ChRCC y RO. Este patrén se correlaciond positivamente con
la actividad de la enzima en estos tumores, ya que esta fue 1’5 veces inferior en el
CCRCC, mientras que en las neoplasias de nefrona distal fue 2'5-4 veces inferior. La
ACE2 se expresa a lo largo de toda la nefrona (Lely y cols., 2004), por lo que estas
pérdidas de actividad y expresion tisular en las neoplasias renales podrian deberse

a regulaciones a la baja de esta enzima.

La APA es una glucoproteina que se expresa fuertemente en el tubulo
proximal (Bander y cols., 1985; Nanus y cols., 1993). Cuando analizamos el tumor
en el CCRCC, los ensayos mostraron una tincién moderada que, a su vez, se
correspondia con la pérdida de actividad enzimatica. Por lo tanto, al igual que
ocurre con la ACE2, en este tumor renal de origen proximal podria hablarse de una
regulaciéon a la baja de la APA. Este resultado coincide solo parcialmente con lo
descrito previamente en otros estudios (Gohring y cols., 1998; Nanus y cols.,
1998). Estos autores demostraron regulaciones a la baja solo en parte de los

CCRCC analizados, sugiriendo que la pérdida de actividad de la APA puede deberse
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también a una pérdida de la funcidn catalitica de esta enzima. Por ejemplo, podria
ser consecuencia de la liberacién de inhibidores enzimaticos por parte del tumor o
tejidos adyacentes (Nanus, 2003). Este hecho ya ha sido descrito en el caso de
otras proteasas, como las metaloproteasas (MMPS) y sus inhibidores tisulares
(TIMMPS), y ha abierto un importante campo en la busqueda de herramientas
contra el cancer (Van der Jagt y cols., 2010). También podria deberse a la
existencia de mutaciones puntuales en los sitios activos, que den lugar a enzimas
no funcionales (Nanus y cols., 1998). Estas hipdtesis también deberan ser tenidas

en cuenta a la hora de analizar nuestros resultados y planificar futuros estudios.

La expresion inmunohistoquimica de la APA en la nefrona distal, en el ChRCC
y en el RO fue moderada, lo que sugiere que en estos tumores no se da una
pérdida de expresion tisular de la proteina. Sin embargo, la actividad de la APA,
especialmente la que se midié en la fraccién unida a membrana, era 15-30 veces
mas baja respecto al tejido no tumoral. Fendmenos parecidos ya han sido descritos
previamente con esta y otras peptidasas (Gdhring y cols., 1998; Nanus y cols.,
1998; Blanco y cols., 2008), pero son de dificil interpretacion. Una de las causas
podria ser la pérdida de funcion catalitica de esta enzima, ya sugerida
anteriormente (Gohring y cols., 1998; Nanus y cols., 1998). Otra causa podria ser
la localizacién intracitopldsmatica de la APA en estos tumores. Efectivamente, la
actividad APA en la membrana baja mucho mas pronunciadamente que la soluble,
lo que podria deberse a que parte de la enzima se encuentre en el citosol. Futuros
estudios permitiran saber si esa APA citoplasmica se encuentra libre en el citosol
o/y unida a membranas de los organulos intracelulares y si se trata de una enzima

funcional o no en los tumores renales.

En este trabajo de tesis doctoral también se analizaron los niveles de mRNA
de estas enzimas en todas las neoplasias renales. En dichos analisis observamos
que el mRNA de las tres enzimas del estudio se expresa tanto en el tejido tumoral
como en el tejido no neopldsico. Aunque las diferencias no fueron tan significativas
como en la actividad enzimatica, al menos desde un punto de vista estadistico, si se
observaron algunos cambios destacables que nos permiten deducir que en funcion
de la enzima y la neoplasia renal estudiada los cambios se dan a diferente nivel del

eje expresion génica/expresion proteica/actividad enzimatica.

Los niveles de mRNA de la ACE y ACE2 no variaron en el CCRCC respecto al
tejido no tumoral. Por lo tanto, lo mas probable es que la pérdida de actividad de
estas dos enzimas en el CCRCC sea consecuencia de alteraciones en la sintesis
proteica o/y en la funcién de la proteina una vez sintetizada. En el ChRCC la

expresion génica de ACE y ACE2 fue mas baja. Una tendencia parecida se observé
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en RO para la ACE2. Por lo tanto, en estos casos podria decirse que la baja
actividad y la poca o nula expresidon proteica de las dos enzimas se debe a una

menor transcripcion de estos genes.

En el caso de la APA (gen ENPEP), la expresion génica fue mayor en el
CCRCC respecto al tejido no tumoral, lo que sugiere que la baja actividad y
expresioén tisular de esta proteina se deben a fendmenos postranscripcionales. En
contraste con lo anterior, la expresion de ENPEP en el ChRCC y RO bajaba respecto
al tejido no neoplasico. La muy baja actividad de APA en estos tumores podria ser
resultado de los bajos niveles de mRNA, sin embargo, lo observado en la

inmunohistoquimica abre otras hipdtesis, mencionadas en parrafos anteriores.

Existen numerosos trabajos que demuestran discrepancias entre expresion
génica y proteica en patologias renales de diferente tipo, es decir, estudios que
revelan cambios postranscripcionales en diferentes proteinas (Wysocki y cols.,
2006; Kasinath y cols., 2006; Wang y cols., 2009). Por ejemplo, Wang y cols.
(2009) y Wysocki y cols. (2006), observaron cambios en la expresidn tisular y la
actividad de ACE y ACE2 en nefropatias diabéticas. Al contrastarlo con la expresion
génica, encontraron que los niveles de mRNA no variaban significativamente.
Discrepancias parecidas han sido descritas en el caso de otras peptidasas
convertidoras de angiotensinas en neoplasias renales (Varona y cols., 2007; 2010)
y también con los receptores de angiotensina AT1 y AT2 en el CCRCC (Dolley-Hitze
y cols., 2010). Ante este tipo de discrepancias, varios autores remarcan que hay
que evitar utilizar los niveles de mRNA exclusivamente como indicadores de
cambios a nivel proteico, y que es fundamental analizar tanto la expresién proteica
como la actividad de las peptidasas en este tipo de estudios (Wysocki y cols., 2006;
Kasinath y cols., 2006; Wang y cols., 2009).

Al contrastar estos resultados en los tumores renales con la bibliografia
existente podemos ver, por ejemplo, que la expresién y actividad de la ACE2
disminuye también en el cancer de pancreas (Zhou y cols., 2009). Sin embargo,
ésta aumenta en el cancer de colon (Bernardi y cols., 2012). A su vez, se han
descrito aumentos en la expresion de la ACE en el cancer de préstata, colon,
pancreas, mama y en el glioblastoma (Deshayes y Nahmias, 2005; Arafat y cols.,
2008; Ager y cols., 2008; Bernardi y cols., 2012). También se han descrito
aumentos de la APA en el cancer de cérvix uterino, colon y cabeza y cuello (Ino y
cols., 2004; Marchio y cols., 2004; Perez y cols., 2009) y descensos de su actividad
en el cancer de mama (Martinez y cols., 1999). Por lo tanto, se puede decir que
aunque hay algunos elementos comunes con nuestros resultados, también existen

diferencias importantes.
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Esta variabilidad indica, segun algunos autores, que las alteraciones en las
peptidasas son especificas de tumor y que se circunscriben a los cambios concretos
que pueda haber en el microambiente de cada neoplasia (Nanus, 2003; Ino y cols.,
2004; Carl-McGrath y cols., 2006), lo que confirma que nos encontramos ante una
enfermedad de enorme complejidad a la hora de encontrar elementos comunes

contra los que idear herramientas terapeuticas eficaces.

2. Cambios relacionados con el origen histogenético: CCRCC, ChRCC y

RO son diferentes

El grupo de tumores renales analizado en este trabajo es bastante
heterogéneo en diversos sentidos. Engloba varios tipos de neoplasias que tienen
origen histogenético diferente, presentan comportamientos variados en lo que a
agresividad respecta y se diagnostican con diferente frecuencia (Eble y cols., 2004;

Arguelles y cols., 2006; Lopez y cols., 2009).

En cuanto al origen histogenético, actualmente se postula que el CCRCC es
un tumor que se origina a partir de la célula epitelial del tubulo contorneado
proximal de la nefrona. Sin embargo, tanto el RO como el ChRCC tienen un origen
comun en las células intercalares del conducto colector en la nefrona distal (Lépez,
2007). Ademas del origen histolégico comuln, también comparten algunas
alteraciones genéticas (Al-Saleem y cols., 2004; Abrahams y Tamboli, 2005). Por
ello, la opinién actual mas aceptada por la comunidad cientifica es que RO y ChRCC
son los extremos benigno y maligno respectivamente de un mismo tipo de
neoplasia renal (Lépez y cols., 2009). Por otro lado, dentro de los dos carcinomas
renales analizados, el CCRCC presenta por lo general un comportamiento biolégico

mas agresivo que el ChRCC (Lopez, 2007).

La identificacion correcta y precisa de estos tres tipos histolégicos tiene
connotaciones clinicas relevantes debido a las diferentes implicaciones prondsticas
que conllevan (Amin y cols., 2002; Cheville y cols., 2003). En particular, la
distincion entre el ChRCC y el CCRCC es importante para el paciente (Amin y cols.,
2002; Cheville y cols., 2003; Liu y cols., 2007) ya que el primero tiene mejor
comportamiento clinico que el segundo, y muchos de los esfuerzos realizados hasta
ahora en este campo van encaminados a reforzar la identificacién de ambos (Shen
y cols., 2005; Choi y cols., 2007; Liu y cols., 2007).

En la literatura especializada existe un gran numero de articulos que
intentan establecer un perfil inmunohistoquimico caracteristico para cada uno de los

subtipos histoldgicos de tumores renales mas comunes (Zhou y cols., 2005;
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Hammerich y cols., 2008; Truong y Shen, 2011). El listado de proteinas diana para
el diagnostico e identificacion de estas neoplasias es amplio (Truong y Shen, 2011).
Sin embargo, la realidad es que el problema del diagndstico diferencial dista mucho
aun de estar resuelto en esta area concreta y con esta herramienta. Es muy cierto
gue determinados anticuerpos caracterizan a determinados tumores, pero también
lo es que existen porcentajes significativos de excepciones a la regla (Truong y
Shen, 2011). Lo anteriormente comentado hace de la inmunohistoquimica una
herramienta muy util por un lado, pero imperfecta por otro. La busqueda y

aparicién de nuevos marcadores proteicos permitira resolver estas deficiencias.

Por su relacion con el presente trabajo, merece la pena destacar que una
peptidasa con actividad sobre angiotensinas, la NEP/CD10, se emplea en clinica
como marcador inmunohistoquimico de tumores originados en el tdbulo proximal
(Truong y Shen, 2011). Otra peptidasa convertidora de angiotensinas, la
APN/CD13, también ha sido propuesta como diana diagnostica de estos tumores
(Gohring y cols., 1998). Entre las tres glucoproteinas analizadas en esta tesis, la
ACE2 mostré un perfil diferente al comparar neoplasias de nefrona proximal y
distal. La tincidén fue positiva en CCRCC y negativa en ChRCC y RO. Aunque sera
necesario ampliar este ensayo a un mayor nimero de casos, este resultado perfila
a la ACE2 como una diana adicional a la bateria ya existente de proteinas

empleadas como marcadores tumorales renales de nefrona proximal.

Para la identificacion de estos tumores renales también son empleadas
diferentes técnicas moleculares en la rutina clinica (Cheville y cols., 2003). Detectar
diferencias en los niveles de expresién de genes y la actividad de distintas proteinas
puede ser muy Uutil en la blusqueda de nuevos marcadores de
diagndstico/prondstico. En la presente tesis se observd que, en comparacién con el
tejido no neoplasico adyacente, los tumores presentaban un perfil diferente en los
niveles de mRNA y actividad de enzimas convertidoras de angiotensinas que
podrian ser Utiles en el disefno de herramientas de diagndstico diferencial. Por
ejemplo pudo verse que la cantidad de mRNA de la ACE, ACE2 y APA (ENPEP) eran
mucho mas bajos en el ChRCC y en el RO (en este ultimo la ENPEP sobre todo),
mientras que en el CCRCC apenas variaron e incluso aumentaron. En cuanto a la
actividad, cabe destacar el gradiente observado con la APA entre el CCRCC, donde
era 2 veces mas baja, mientras que en el ChRCC y RO era 15 y 30 veces inferior
que en el tejido no neoplasico. Trabajos previos donde se analizaron la actividad y
el mMRNA de otras peptidasas convertidoras de angiotensinas han dibujado perfiles
parecidos (Varona y cols., 2007; Larrinaga y cols., 2007; Blanco y cols., 2008;
2010; Varona y cols., 2010).
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En resumen, los resultados del presente trabajo sugieren que la expresién
génica y proteica y la actividad de algunas peptidasas guardan relacion con el
origen y el comportamiento biolégico de CCRCC, ChRCC y RO. Préximos estudios
permitirdn conocer su valor tanto desde el punto de vista diagndstico como

prondstico en las neoplasias renales.

3. Cambios relacionados con la agresividad tumoral en el CCRCC

La agresividad tumoral estad caracterizada por la capacidad de infiltracién y
la capacidad de producir metastasis por parte del tejido neoplasico, y la resistencia
al tratamiento (Kumar y cols., 2008). El carcinoma de células renales (RCC) se
caracteriza por una evolucion impredecible, dificil de determinar en base a criterios
histoldgicos clasicos. De hecho, actualmente se desconocen cuales son los
verdaderos factores prondsticos que condicionan su evolucién. Un ejemplo de este
desconocimiento, es la aparicién de metdstasis en algunos pacientes que han
sufrido RCC, incluso muchos afios después de una cirugia curativa, o incluso en

tumores renales histolégicamente bien diferenciados (Garcia y cols., 2007).

La metodologia habitualmente empleada para el estudio de la agresividad
tumoral requiere de un analisis histolégico de las muestras y su posterior
clasificacion en los distintos grados y estadios de la neoplasia. Asi, clasicamente se
ha establecido que una neoplasia renal con grado y estadio avanzado denota una
mayor agresividad y un mal prondstico de la enfermedad (Lopez-Beltran y cols.,
2006).

Una posible respuesta al comportamiento del RCC puede depender de la
heterogeneidad tumoral. En efecto, los tumores pueden contener areas con
diversos grados de diferenciacién que no siempre estan muestreados en el estudio
histoldgico convencional. En este sentido, Lopez y cols. (2012) han estudiado 47
CCRCCs completamente muestreados en el estudio histolégico y han encontrado
gue hasta 1/3 de los CCRCCs de bajo grado contienen areas minoritarias de alto
grado cuando se analizan en su totalidad. Este dato abunda en el concepto de
heterogeneidad tumoral en el carcinoma renal, que estd actualmente mal resuelto,
y pone en cuestidon los protocolos actuales de estudio rutinario de los carcinomas
renales en los laboratorios de anatomia patoldgica. Este hallazgo precisa, sin

embargo, estudios adicionales confirmatorios.
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Dado que el CCRCC es la variante mas frecuente de carcinoma renal en el
adulto, se utilizé como modelo para observar si existen cambios en la actividad y
expresion de mRNA de la ACE, ACE2 y APA en funcién de dos parametros
histopatoldgicos clave para el prondstico tumoral, el grado (Ficarra y cols., 2002) y
el estadio (Minardi y cols., 2005).

Los resultados mostraron que la actividad enzimatica de la ACE y la APA
soluble era significativamente superior en tumores de grado alto (G3-G4) respecto
a los de grado bajo (G1-G2). Sin embargo, al estratificar la actividad segun los
estadios, no se encontraron diferencias relevantes. Curiosamente, los niveles de
mMRNA de la ACE2 y APA (ENPEP) eran inferiores en los grados altos, aunque los
resultados no alcanzaron significacion estadistica ni se correlacionaron con la
actividad. También se realizaron correlaciones entre el didmetro del tumor y la
actividad y expresion de mRNA. Asi, observamos que cuanto mas grande era el

CCRCC mayor era la actividad de ACE y APA unida a membrana.

Los trabajos que describen correlaciones entre la expresion y actividad de
algunos componentes del sistema renina angiotensina y la agresividad de diferentes
neoplasias son cada vez mds numerosos, lo que abunda en la idea de su
implicacion en el crecimiento, invasiéon y prondstico de la enfermedad. Se ha
descrito, por ejemplo, que en el cancer de pancreas la expresion de ACE2
disminuye segln aumentan los estadios, es decir, segin empeora el prondstico
(Zhou y cols., 2009). En cuanto a la ACE, estudios de polimorfismos I/D han
mostrado mayor riesgo de estadios avanzados de cancer de prostata, mama,
estdmago y colon en pacientes con genotipo D/D, es decir, en pacientes en los que
puede haber mayor actividad de la ACE (Vand der Knaap y cols., 2008; George y
cols., 2010). A su vez, la expresion de otras enzimas que también conforman el
complejo esquema metabdlico del SRA, como la cistinil-aminopeptidasa (CAP), se
correlaciona positivamente con el grado histolégico del cdncer endometrial, la
invasion del miometrio y de los nédulos linfaticos y la infiltraciéon vascular (Shibata
y cols., 2004). También se ha demostrado que la expresion del receptor AT1
aumenta segun avanza el cancer de endometrio, de cérvix uterino y de ovario (Ino
y cols., 2011).

En relacion con las neoplasias renales, estudios realizados en este
laboratorio demostraron que la propia CAP y la aminopeptidasa B (APB), que
también actla sobre angiotensinas, muestran mayor actividad en los grados y
estadios altos del CCRCC (Larrinaga y cols., 2007; Blanco y cols., 2008). En el
mismo sentido, un trabajo reciente realizado en 82 CCRCCs demostré que la

expresion inmunohistoquimica de los receptores AT1 y AT2 es mayor segun
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aumenta el grado histolégico (Dolley-Hitze y cols., 2010). Estos resultados sugieren
gue los desequilibrios del SRA podrian estar implicados en el prondstico de este
tumor. Tal y como hemos visto en este trabajo de tesis doctoral, la actividad de la
ACE y APA se correlacionaba positivamente con el grado histoldgico y el tamano del

CCRCC, lo que apunta en el mismo sentido que los estudios previos.

En la literatura también existen estudios, aunque menos abundantes, que
relacionan la actividad o expresion de componentes del SRA con la supervivencia de
los pacientes con cancer. Asi, por ejemplo, la expresién de la APN/CD13 en
neoplasias pulmonares y en el suero de estos pacientes se correlaciona
negativamente con la supervivencia media (Murakami y cols., 2005; Tokuhara y
cols., 2006). A su vez los aumentos de expresion de la CAP guardan una relacion
inversa con la supervivencia de las pacientes con cancer de endometrio (Ino y cols.,
2004). En estas mismas pacientes, y también en las que padecen cancer de ovario,
la supervivencia media es menor cuanto mayor es la expresion del receptor AT1 y

de angiotensina II (Ino y cols., 2011).

En cuanto al cancer renal, el grupo de Dolley-Hitze y cols. (2010) demostré
que en los pacientes con CCRCCs en los que la expresion de AT1 y AT2 fue mayor,
la supervivencia empeoraba significativamente. Nuestro analisis estadistico,
correlacionando los datos de actividad de ACE, ACE2 y APA con los indices de
supervivencia a los 5 afios de los pacientes con CCRCC, no arrojo resultados
significativos. Hay autores que han descrito cambios significativos entre actividad
de distintas proteasas y grados y estadios de diferentes neoplasias sin que exista
correlacion con las supervivencias (Carl-McGrath y cols., 2006; Miyata y cols.,
2007). Futuros estudios, en los que se aporten mas casos a los ya analizados para

la presente tesis, permitirdn concluir si nos encontramos ante este ejemplo o no.

En resumen, estos resultados en el CCRCC refuerzan la idea de un papel
importante de estas enzimas no sdélo en la transformacion neoplasica de las células
renales sino también en su comportamiento agresivo, pudiendo ser herramientas
Utiles para el diagnéstico, prondstico y el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas

frente a las neoplasias renales.

4. Alteraciones peptidasicas y regulacion peptidica en la carcinogénesis
renal: posible alteraciéon del SRA intrarrenal

Durante la carcinogénesis, muchos de los cambios fundamentales que
ocurren en la fisiologia celular estdan mediados por las vias de sefializacién

extracelular que interactian con los circuitos intracelulares. Por ello, existen
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moléculas que juegan un papel fundamental en la biopatologia del cancer, tanto en

la superficie celular como en el espacio intracelular.

La funcion principal de las enzimas con actividad peptidasica localizadas en
la membrana de la superficie celular (ectopeptidasas) es la interconversién de
péptidos bioactivos (Turner, 1986; 1987). Estas peptidasas pueden regular el
desarrollo y la progresion tumoral a través de la activacion 6 inactivacion local de
sustratos peptidicos que actlian como factores de inhibicidn o estimulacién sobre
las células cancerosas (Nanus, 2003; Ino y cols., 2004; Carl-McGrath y cols.,
2006). Por ello, la pérdida o disminucién de expresiéon y/o actividad en las
peptidasas de membrana, podria promover la proliferacion de células tumorales
mediante la acumulacion de altas concentraciones de ciertos péptidos en la
superficie celular, que favorecen la progresion neoplasica (Nanus, 2003; Sumitomo
y cols., 2005).

El descubrimiento de los SRA locales ha dado lugar a importantes avances
en el conocimiento de la implicacion de este sistema peptidico en los procesos
neoplasicos. Tal y como hemos podido comprobar en nuestro trabajo, se ha
demostrado que la expresion de diferentes componentes del SRA en distintos
tumores esta alterada (Ino y cols., 2004; Deshayes y Nahmias, 2005, Arafat y
cols., 2007; Ager y cols., 2008; Zhou y cols., 2009; Dolley-Hitze y cols., 2010; Ino
y cols., 2011; Bernardi y cols., 2012). Por otro lado, ensayos realizados en cultivos
celulares y en modelos animales sugieren un papel antitumoral de los inhibidores
de la ACE (ACEi) vy los antagonistas de los receptores de angiotensina (ARA-II)
frente al cancer (Ager y cols., 2008; George y cols., 2010; Lee y cols., 2014;
Okazaki y cols., 2014). Ademas, los estudios retrospectivos realizados en gran
cantidad de pacientes con terapia antihipertensiva indican que el riesgo de padecer
distintos canceres es menor y que el de obtener mejores prondsticos es mayor en
quienes han tomado estos farmacos (Lever y cols., 1998; Ager y cols., 2008;
George y cols., 2010; McMenamin y cols., 2012; Wang y cols., 2013; Chiang y
cols., 2014; Makar y cols., 2014; Nakai y cols., 2014). En este sentido, en un
estudio reciente realizado en pacientes con carcinoma renal metastasico que
estaban en tratamiento con sunitinib (bloqueante de receptores de VEGF y PDGF)
se demostré que aquellos que tomaban previamente ACEi 6 ARA-II, tenian mayor
supervivencia que los que no las tomaban (Keizman y cols., 2011). En el mismo
ano, un ensayo clinico realizado también en pacientes con céncer renal avanzado
demostrd que el tratamiento con interferdn alfa complementado con ACEi o ARA-II,
inhibidores de la ciclooxigenasa y cimetidina, mejoraba el prondstico de los

pacientes (Tatokoro y cols., 2011). Son ya, por lo tanto, un nimero importante de
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trabajos, realizados en distintos campos de la biomedicina, que apuntan hacia la

implicacion del SRA en procesos carcinogénicos.

En el contexto de los SRA locales, se ha propuesto la existencia de dos ejes
complementarios, cuyo desequilibrio podria inducir o afectar al desarrollo de
distintas enfermedades crénicas como el cancer (Santos y cols., 2008; Zhou y cols.,
2009; George y cols., 2010). Un primer eje, el mejor conocido y constituido por la
ACE/angiotensina II/receptor AT1, que induciria, a nivel local, proliferacion celular,
hipertrofia, inflamacidn, estrés oxidativo, fibrosis, etc. Y un segundo eje, constituido
por la ACE2/Ang 1-7/Mas, que contrarrestaria los efectos del anterior gracias a su
accioén vasodilatadora, antihipertrofica, antiangiogénica y antiproliferativa (Gallager
y Tallant, 2004). Este descubrimiento ha convertido los ratios ACE/ACE2 y ang
II/ang 1-7 en “switchs” moleculares a tener en cuenta en el desarrollo y evolucion
de distintas enfermedades (Santos y cols., 2008). En cuanto a la patologia renal, el
campo en el que los desequilibrios entre uno y otro eje han sido investigados en
mayor profundidad son las enfermedades no neopldsicas, como la nefropatia
diabética, donde se da una hipertrofia del eje de la ang II (Wysocki y cols., 2006;
2008; Kobori y cols., 2007; Wakahara y cols., 2007; Santos y cols., 2008).

Los resultados de la presente tesis y de estudios previos con peptidasas
convertidoras de angiotensinas en neoplasias renales (Géhring y cols., 1998; Nanus
y cols., 1998; Varona y cols., 2007; 2010; Larrinaga y cols. 2007; 2010; 2012),
sumados a los ensayos en modelos animales y a estudios retrospectivos (George y
cols., 2010; Keizman y cols., 2011) sugieren alteraciones en la regulacion del SRA
intrarrenal (SRAIi) en la carcinogénesis renal. Sin embargo, solo permiten lanzar
hipotesis sobre lo que puede estar ocurriendo con las angiotensinas en estas

neoplasias.

Hemos comprobado que las tres enzimas clave de este sistema tienen
menor actividad y/o expresién proteica en el tejido tumoral respecto al no
neoplasico, lo que hace dificil interpretar como se podrian desregular la ang II y la
ang 1-7 en estos tumores. Hemos observado, sin embargo, que en los CCRCC con
grados histoldgicos altos y mayor diametro la actividad de la ACE es mayor, lo que
podria indicar una mayor produccién de ang II en los tumores mas agresivos. Del
mismo modo, la actividad de la APA aumenta en CCRCC mas agresivos y
avanzados. Una posibilidad es que este aumento fuera una consecuencia de esa
mayor produccion de ang II, su sustrato natural (Wolf y cols., 1997). Algo similar
se ha demostrado en tumores ginecoldgicos, donde el aumento de expresiéon de
APA es una respuesta celular en el microambiente del tumor a los mayores niveles

de ang II (Ino y cols., 2004; Ino y cols., 2011).
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Aunque todos los procesos que definen el cancer son interdependientes y
cooperativos, y aunque cada tumor pueda tener su propio perfil, es muy probable
gue el mecanismo mas importante por el que las angiotensinas regulan el cancer
sea mediante la modulacién de |la angiogénesis (Ager y cols., 2008; George y cols.,
2010). La angiotensina II estimula la expresion de variedad de agentes
proangiogénicos y factores de crecimiento (VEGF, EGF, etc.) (Heffelfinger, 2007). A
su vez, la ACE y la APA han sido descritas como marcadores endoteliales de
neoangiogénesis en el cancer (Marchio y cols., 2004; Deshayes y Nahmias, 2005).
En relacion con esto, fue interesante comprobar que el endotelio vascular del
CCRCC expresa la ACE mientras que el tejido no neoplasico adyacente no lo
expresa. Ello sugiere que en ese microambiente vascular tumoral podria haber una
mayor sintesis de ang II, péptido que podria estar acumulandose ya que ni la APA

ni la ACE2 se expresaron en los vasos tumorales renales.

En definitiva, aunque estos estudios abundan en la idea de un SRAI alterado
en el cancer renal, no permiten concluir cual es su papel real. Seran necesarios
nuevos ensayos tanto en tejido humano como en modelos animales y en cultivos
celulares, en los que se midan niveles de angiotensinas y se estudie su accién
directa o indirecta sobre el crecimiento, angiogénesis y diseminacion a distancia de

las células tumorales.

Hoy en dia, la participacion de las peptidasas en los procesos intracelulares,
sigue siendo tema de discusion. Durante mucho tiempo se pensd que su funcién en
el interior de las células se limitaba a la ultima etapa del catabolismo proteico
(Mantle, 1992; O’Cuinn, 1998). Sin embargo, en este nuevo siglo, se ha descrito
gue ademas de la accién endocrina, paracrina y autocrina, los mensajeros
peptidicos podrian unirse a receptores intracelulares y realizar acciones dentro de la
propia célula que afectan a procesos como el crecimiento, diferenciacién celular y
angiogénesis (Re, 2002; Zagon y cols., 2002; Re y Cook, 2006; 2008). En este
mismo sentido, algunos autores postulan que esta accion intracrina podria estar
regulada por peptidasas intracelulares, siendo participes de estos mismos procesos
(Shrimpton y cols., 2002; Re, 2003; Re y Cook, 2006; 2008; 2011; 2015).

A nivel celular, la APA siempre se ha descrito como glucoproteina de
membrana tipo II, es decir, asociada a la superficie celular y con el extremo amino
situado dentro de la célula (Nanus y cols., 1993). Sin embargo, varios autores han
demostrado actividad de APA en la fraccidn soluble en diferentes tejidos, entre
otros, en el cancer de mama (Martinez y cols., 1999; Ramirez-Expdsito y cols.,
2000; Ramirez y cols., 2008). En el presente trabajo se realizd un fraccionamiento

subcelular sencillo para separar la actividad enzimatica unida a membrana de la
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soluble. ElI empleo de esta herramienta tuvo como objetivo conocer el
comportamiento de las tres enzimas en la fraccion de membrana y también en la
soluble de los tejidos renales, fracciones que son representativas, al menos en
parte, de lo que sucede en la superficie celular o en el citosol (Mantle, 1992; Gil y
cols., 2001; Irazusta y cols., 2002).

Los resultados mostraron que existia actividad APA en la fraccién soluble y
gue, al igual que en la fraccion unida a membrana, esta varia respecto al tejido no
tumoral adyacente y también en funcion de la agresividad en el CCRCC. Ello sugiere
gue el papel que pueda jugar la enzima en las neoplasias renales no sélo se limita a
su accion en la superficie celular, sino también dentro de la célula. Resultados
similares han sido descritos con otras peptidasas convertidoras de angiotensinas en
estas mismas neoplasias (Varona y cols., 2007; Larrinaga y cols., 2007). Por lo
tanto, mas alld de que la APA u otras puedan actuar en el espacio extracelular por
constituir enzimas de superficie o por haber sido secretadas (Balogh y cols., 1998;
Shrimpton y cols., 2002), debe tenerse en cuenta la posibilidad de una regulacion
intracrina de los péptidos bioactivos en estos procesos proliferativos, tal y como

sugieren estudios previos (Re y Cook, 2006; 2011).

Ademas de la existencia de SRA locales en diferentes tejidos (Paul y cols.,
2006; Kobori y cols., 2007), son cada vez mas los estudios que describen la
presencia de SRA “intracelulares”. Es decir, que la angiotensina II, 1-7, etc. pueden
no solo producir efectos mediante su unién a receptores AT1, Mas, etc. en la
superficie celular, sino que podrian unirse a receptores intracelulares (Zhuo y Li,
2011). Asi, se ha demostrado la existencia de receptores AT1, AT2 y Mas en el
nucleo de las células tubulares renales (Gwathmey y cols., 2010). Estos autores,
postulan que parte de las acciones a medio/largo plazo de la angiotensina II, como
por ejemplo la regulacion de la angiogénesis, podria estar mediada también por sus
acciones intracrinas (Re y Cook, 2006; 2011; 2015; Gwathmey y cols., 2010; Zhuo
y Li, 2011). El sustrato natural mejor conocido de la APA es la angiotensina II (Wolf
y cols., 1997). La actividad de esta enzima varia en la fraccion soluble de los tejidos
tumorales renales, lo que podria ser causa (o consecuencia) de una desregulacion
de este péptido y del SRA intracelular en el céncer renal. Todos estos resultados
permiten vislumbrar un nuevo campo en el estudio de la regulacién peptidica de

esta patologia.

En resumen, estos resultados apuntan a que uno de los mecanismos
fisiopatoldgicos que subyace en las neoplasias renales pueda ser la desregulacion

del SRA intrarrenal, fuera y dentro de la célula.
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5. Otras posibles acciones de las peptidasas convertidoras de

angiotensinas en el carcinoma renal

Junto con la regulacién peptidica, las peptidasas ejercen otras acciones
dependientes e independientes de su actividad catalitica (Antczak y cols., 2001;
Carl-McGrath y cols., 2006). Este hecho es muy importante a la hora de interpretar
nuestros resultados y lanzar nuevas hipdtesis sobre su implicacién en la
fisiopatologia del cancer renal. Como bien es sabido, los procesos carcinogénicos
son el resultado de diferentes cambios en la maquinaria molecular celular que en
conjunto dan lugar a la desdiferenciaciéon, el crecimiento descontrolado de las
células y su diseminacion local y a distancia (Kumar y cols., 2008). Por ello, es
esperable que el papel que las peptidasas desarrollen en las neoplasias renales se
deba a la suma de sus distintas acciones bioldégicas o, mas bien, a su resultado
neto. Entre ellas destaca la regulacidn peptidica, porque es la que mejor se conoce.
Sin embargo, la degradaciéon de proteinas de la matriz, su accion como moléculas
de adhesién y su papel como receptores, cuya activacidon pone en marcha vias de
sefalizacion intracelular, también son importantes (Antczak y cols., 2001; Carl-
McGrath y cols., 2006).

El tumor, una vez originado, necesita degradar la membrana basal y la
matriz extracelular para poder crecer, infiltrar tejidos, producir nuevos vasos y
diseminarse a distancia. Uno de los acontecimientos clave en la malignizacién del
tumor es la degradacion de estas dos estructuras (Kumar y cols., 2008). Para llevar
a cabo este proceso, es necesaria la accion de distintas enzimas proteoliticas, entre
las que destacan las metaloproteasas de matriz (MMP), cuya implicacién en
procesos proliferativos ha sido ampliamente descrita. Entre otros, hay trabajos que
relacionan algunas MMPs con los CCRCC mas agresivos y con peor prondstico
(Kallakury y cols., 2001; Kawata y cols., 2006; Miyata y cols., 2007).

Algunos autores indican que estas MMPs se coordinan con otras enzimas
proteoliticas para realizar su accién (Antczak y cols., 2001; Carl-McGrath y cols.,
2006). Asi, se ha descrito que las catepsinas, las calicreinas y las propias
peptidasas podrian constituir, junto con las MMPs, dianas terapeulticas eficaces
contra el cancer y otras enfermedades (Cudic y Fields, 2009). Dentro de las
peptidasas que podrian ayudar en esta accién coordinada, han sido reconocidas
peptidasas ya mencionadas en esta Discusion, como la NEP/CD10, APN/CD13 vy la
CAP (Ito y cols., 2004b; Carl-McGrath y cols., 2006; Gaggar y cols., 2008; Cudic y
Fields, 2009).
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Un hecho resenable en este trabajo es que la actividad enzimatica de las
tres enzimas convertidoras de angiotensinas fue llamativamente baja al compararla
con el tejido no tumoral adyacente. Sin embargo, la actividad de la ACE y la APA es
mayor en CCRCCs de mayor tamafo y altos grados histoldgicos. Es decir, en las
formas mas agresivas o donde supuestamente mayor actividad degradadora de
matriz estd ocurriendo (Kumar y cols., 2008). Este fendmeno ya ha sido observado
en el caso de otras peptidasas reguladoras de angiotensinas en estas mismas
neoplasias (Larrinaga y cols., 2007; Blanco y cols., 2008). La causa de este patrén
de caracter bifasico es desconocida, pero parece indicar que las peptidasas juegan
un papel diferente cuando el tejido no tumoral se va transformando en neoplasico y
cuando éste comienza a adquirir un caracter mas agresivo. En esta segunda fase
las peptidasas podrian estar ejerciendo acciones coordinadas con otras enzimas
degradadoras de matriz que permitan al tumor crecer e invadir estructuras

adyacentes.

Ademas, también se conoce que en los procesos de reparacion tisular,
inflamacion y en el cancer se da la coexpresion de algunos componentes del SRA y
ciertas MMPs (Vinson y cols., 2007; Juillerat-Jeanneret, 2007). En este contexto, se
ha descrito que la angiotensina II induce la accién de algunas MMPs y que el uso de
bloqueantes del receptor AT1 y ACEi como el captopril la reducen, tanto por
inhibicion directa sobre las MMPs como por accién indirecta, es decir, mediante la
disminucién en la produccién de anglII y el bloqueo de su accién (Williams y cols.,
2005; Vinson y cols., 2007; Juillerat-Jeanneret, 2007). Por lo tanto, no deberia
descartarse que el aumento en la actividad de la ACE en formas mas avanzadas del
CCRCC aumente la de las MMPs y que esa accion coordinada permita al tumor

crecer e invadir otras estructuras.

Mas alld de su accion sobre péptidos bioactivos y sobre la matriz
extracelular, las peptidasas ejercen acciones bioldgicas independientes de su
actividad catalitica. Se ha descrito por ejemplo, que la estructura de algunas de
estas enzimas contiene dominios intracitoplasmaticos que podrian dar lugar a
seflales intracelulares mediante la interaccion con diferentes moléculas,
condicionando funciones como el crecimiento o la migracion celular (Riemann y
cols., 1999; Antczak y cols., 2001; Nanus, 2003; Sumitomo y cols., 2005). En
relacidon con esta funcién y la patologia neoplésica, la proteina mejor estudiada es
la NEP/CD10. Esta peptidasa de membrana funciona como un supresor tumoral a
través de sus interacciones con proteinas, tales como, PTEN y ERM (Sumitomo y
cols., 2005; Goodman y cols., 2006). Segun estos autores, al perderse la expresion

de NEP en los tumores prostaticos, no sélo se altera la regulacién peptidica sino que
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se pierde también el control que esta enzima ejerce como receptor en el

crecimiento y la migracién celular (Sumitomo y cols., 2005).

Las tres enzimas analizadas en este trabajo son glucoproteinas de
membrana que poseen dominios intracitoplasmicos (Nanus y cols., 1993; Guy y
cols., 2005). En la actualidad, no existen estudios que vinculen estas enzimas con
el cdncer mediante acciones independientes de su funcion catalitica. Sin embargo,
esta posibilidad no deberia desecharse. Se sabe, por ejemplo, que el dominio
intracitoplasmico de la ACE posee residuos serina que pueden ser fosforilados por
kinasas, dando lugar a cascadas de sefalizacién intracelulares, con posterior
activacion de factores de transcripcidén (por €j. c-Jun) que determinan la activacion
de genes que codifican distintas proteinas. El modo en el que la ACE podria
activarse en el microambiente celular es desconocido, sin embargo, su activacion
induce la transcripcién de proteinas como la COX-2 (Fleming , 2006; Lambert y
cols., 2010), proteina cuya sobreexpresion esta relacionada con el desarrollo y mal
pronostico en el cancer renal (Hashimoto y cols., 2004) y cuyos inhibidores se
encuentran como potenciales tratamientos adyuvantes en formas avanzadas de

esta enfermedad (Tatokoro y cols., 2011).

En definitiva, entre las diferentes hipdtesis que surgen del analisis de
nuestros resultados, deberia tenerse en consideracién también estas posibilidades:
la accion coordinada de varias enzimas, entre las que podrian estar las enzimas
convertidoras de angiotensinas, en la degradacion de la matriz extracelular, y la
accion de estas enzimas como receptores cuya activacion regule la carcinogénesis

renal.
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Conclusiones

Conclusiones:

1. Los patrones de actividad enzimatica y expresion tisular, asi como de
expresién génica de la ACE, ACE2 y APA, muestran alteraciones en las
neoplasias renales respecto al tejido no tumoral. Estas alteraciones son
selectivas puesto que se muestran de diferente modo en los distintos
tumores, en las distintas fracciones subcelulares analizadas, y no afectan

por igual a las tres enzimas.

2. Las diferencias mostradas entre la actividad enzimatica, la expresion tisular
y la expresidon génica, translucen diferentes mecanismos de regulacion. En
ocasiones, las diferencias podrian obedecer a mecanismos de regulacién a
nivel proteico, mientras que en otros casos podrian corresponder a

mecanismos de regulacién génica.

3. El diferente origen histogenético de los subtipos neoplasicos analizados
podria condicionar los diferentes patrones mostrados en la actividad y la
expresion proteica y génica, lo que apunta a estas enzimas como potenciales

marcadores de diagndstico diferencial.

4. La actividad de la ACE y APA aumenta segun aumenta el grado histoldgico y
el tamano del CCRCC, lo que apunta a estas enzimas como potenciales

marcadores de prondstico de esta neoplasia renal.

5. Los cambios en la actividad, la expresiéon inmunohistoquimica y niveles de
mRNA de las tres enzimas convertidoras de angiotensina sugieren la
desregulacion del sistema renina angiotensina intrarrenal en los procesos

neoplasicos del rifidn.
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Anexos

ANEXO I:

Tabla 1: Actividad de ACE, ACE2 y APA en las fracciones unida a membrana (APAm) y soluble (APAs) en
neoplasias renales y tejido no tumoral adyacente. La actividad enzimatica estd expresada como UP (pmol de
sustrato fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + error estandar (ES) y los
valores estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (***p<0,001; *p<0,05).

1a.- Actividad ACE
Tumor No neoplasico P
CCRCC 1.12 £ 0.11 4.49 £ 0.64 <0.001
ChRCC 1.22 £ 0.26 4.07 £ 0.9 <0.05
RO 1.21 £ 0.6 7.09 + 1.58 <0.05
1b.- Actividad ACE2
Tumor No neoplasico p
CCRCC 32.05 + 3.21 50.52 £ 4.79 <0.01
ChRCC 16 + 2.79 66.48 + 6.26 <0.01
RO 29.89 + 3.72 73.53 + 5.54 <0.05
1c.- Actividad APAm
Tumor No neoplasico p
CCRCC 4705 = 506 9266 + 1213 <0.001
ChRCC 645 £ 74 10066 = 762 <0.01
RO 376 +£ 168 12759 + 1219 <0.01
1d.- Actividad APAs
Tumor No neoplasico p
CCRCC 1541 £+ 151 3695 £ 337 <0.001
ChRCC 525 + 58 4811 + 440 <0.001
RO 1123 +£ 108 3828 + 301 <0.01
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Capitulo VIII

Tabla 2: Niveles de mRNA de ACE, ACE2 y APA (ENPEP) en tumores renales y tejido no neoplasico
adyacente. Los datos de qRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas. Se representan

la media = ES y los valores estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (*p<0,05).

2a.- Niveles de mRNA ACE

Tumor No neoplasico p
CCRCC 2.917 £ 0.62 2.234 £ 0.64 0.138
ChRCC 0.094 + 0.054 0.914 + 0.48 0.149
RO 1.19 + 0.86 1.184 £ 0.67 0.564
2b.- Niveles de mRNA ACE2
Tumor No neoplasico P
CCRCC 3.91 £1.13 2.49 £ 0.67 0.77
ChRCC 0.008 + 0.004 0.785 + 0.27 0.021
RO 0.35 + 0.28 1.3+ 0.8 0.149
2c.- Niveles de mRNA APA (ENPEP)
Tumor No neoplasico p
CCRCC 7.496 + 1.819 3.45 £ 0.93 0.039
ChRCC 0.011 £+ 0.005 0.779 £ 0.287 0.083
RO 0.701 £ 0.016 1.458 + 0.81 0.021
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ANEXO II:

Tabla 3: Actividad de ACE, ACE2 y APA en las fracciones unida a membrana (APAm) y soluble (APAs) en
CCRCC con grados y estadios bajos y altos. La actividad enzimatica esta expresada como UP (pmol de sustrato
fluorogénico hidrolizado/ min) por mg de proteina. Se representan la media + ES y los valores estadisticamente
significativos mediante el Test de Mann-Whitney (*p<0,05).

3a.- Actividad ACE y ACE2 por grados

Grado bajo Grado alto
(G1-G2) (G3-G4) P
ACE 0.879 + 0.08 1.365 + 0.18 <0.05
ACE2 28.75 + 4.09 33.24 + 4.55 ns

3b.- Actividad APAm y APAs por grados

Grado bajo Grado alto
(G1-G2) (G3-G4) P
APAm 6099 + 1689 6313 £ 1105 ns
APAs 1193 + 231 1895 £+ 213 <0.05

3c.- Actividad ACE y ACE2 por estadios

Estadio bajo Estadio alto
(T1-T2) (T3-T4) P
ACE 1.152 £ 0.14 1.03 £ 0.10 ns
ACE2 30.69 = 3.62 31.88 + 5.90 ns

3d.- Actividad de APAm y APAs por estadios

Estadio bajo Estadio alto
(T1-T2) (T3-T4) P
APAm 6322 + 1169 5699 + 893 ns
APAs 1563 £+ 210 1693 £ 310 ns
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Tabla 4. Niveles de mRNA de ACE, ACE2 y APA (ENPEP) en CCRCC con grados y estadios bajos y altos. Los
datos de qRT-PCR para cada muestra analizada se expresan en unidades relativas. Se representan la media + ES
y los valores estadisticamente significativos mediante el Test de Mann-Whitney (*p<0,05).

4a.- Niveles de mRNA de ACE, ACE2 y APA por grados

Grado bajo Grado alto P
(G1-G2) (G3-G4)
ACE 3.05 + 0.98 2.8 £ 0.82 0.786
ACE2 4.69 £ 1.32 3.39 £ 1.92 0.328
APA 10.65 = 3.47 5.05 £ 1.46 0.304

4b.- Niveles de mRNA de ACE, ACE2 y APA por estadios

Estadio bajo Estadio alto
(T1-T2) (T3-T4) P
ACE 2.26 £ 0.63 3.16 £ 1.19 0.739
ACE2 2.99 £ 1.11 3.22 £1.23 0.693
APA 7.44 £ 1,94 8.18 + 3.83 0.833
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