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RESUMEN

ANALISIS DE LOS FACTORES PRONOSTICOS DE PROGRESION TUMORAL EN EL ADENOCARCINOMA RENAL

Introduccion: Aproximadamente el 40% de los pacientes con adenocarcinoma renal (AR) fallecen por progresion tumoral a pesar
del tratamiento. E1 30-40% de los pacientes que progresan, presentan una enfermedad quirtrgicamente resecable en el momento
del diagnostico.

Objetivo: El objetivo de este estudio ha sido evaluar que factores muestran un valor pronéstico independiente de supervivencia
libre de progresion en el AR.

Material y métodos: Estudio retrospectivo de 252 tumores renales intervenidos quirtrgicamente entre 1969-2001. La mediana
de seguimiento fue de 36,47 meses (12-246). Las variables evaluadas fueron la edad, el TNM (TNM 2002), grado nuclear de Furhman,
tipo histolégico, tamano (diametro mayor de la pieza quirargica) y ploidia del ADN (para un minimo de 3 muestras en fresco de cada
tumor). El contenido de ADN se obtuvo mediante citometria de flujo. La progresiéon biolégica fue definida como recurrencia local,
regional y/o presencia de metastasis a distancia. Se utilizaron métodos estadisticos comparativos tanto univariantes (Chi- cuadra-
do, método de Kaplan-Meyer con el log-rank test) como multivariantes (regresion multiple de riesgos proporcionales de Cox).

Resultados: De los 252 pacientes, 43 se desestimaron para el analisis por un estudio de la ploidia del ADN no valido (coeficien-
te de variacion superior a 8). De los 224 validos, progresaron 89 (39,74%). La mediana del tiempo libre de progresion fue de 9,55
meses (0-133), de tal forma que el 70,9% de los que recidivaron lo hicieron en los dos primeros anos del seguimiento. De los pacien-
tes que progresaron, el 89,5% lo hicieron de forma locorregional, el 9,4% lo hicieron a distancia y 2 pacientes (1,2%) en el rifién con-
tralateral. E1 83,1% de los que recidivaron fallecieron por la enfermedad. Al analizar la asociacion de las variables con la progresion
tumoral, los tumores de alto grado, no organoconfinados y aneuploides presentaban una probabilidad significativamente mayor de
progresion. En el analisis univariante de supervivencia el estadio III-IV, el grado nuclear III-IV, los tipos histolégicos indiferenciado
y convencional, asi como los tumores aneuploides mostraron peor probabilidad de supervivencia. El analisis multivariante median-
te regresion de Cox, utilizando como variables explicativas los factores pronosticos evaluados en el univariante, seleccioné al TNM,
grado nuclear y ploidia del ADN como factores pronosticos independientes de supervivencia libre de progresion.

Conclusiones: Los resultados de este estudio indican que el TNM 2002, el grado nuclear y la ploidia del ADN tienen un valor pro-
nostico independiente de supervivencia libre de progresion. Ni el tipo histologico, ni el tamano tumoral aportaron informacion adi-
cional en la prediccion pronostica.
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ABSTRACT

PROGNOSTIC FACTORS FOR DISEASE PROGRESSION IN PATIENTS WITH RENAL CELL CARCINOMA.

Introduction: More than 40% of patients with renal cell carcinoma present with disease progression after surgery. The objective
of the current study was to identify a clinically useful set of prognostic factors that would correlate significantly with the capacity of
progression.

Material and methods: The authors studied 252 patients with renal cell carcinoma who underwent radical nephrectomy. Follow-
up ranged from 12-246 months (median 36 months). Several morphologic parameters of the tumors were considered. DNA content
was analyzed by flow cytometry and tumor size was determined from the surgical specimen. A Cox proportional hazards regression
model was used to identify significant independent prognostic factors for disease progression.

Results: A total of 224 out of 252 were available for suitable histograms. Of the 224 patients, 95 (42,4%) were aneuploid tumors,
106 (47,2%) were organ-confined renal cell carcinoma and 87 (39,74%) presented disease progression. At 5 and 10 years of follow-
up, disease free survival was found to be 66,31% and 62,23%, respectively. Univariate analysis revealed that DNA ploidy, Furhman
grade and stage (TNM) had a statistically significant predictive value for disease progression. Survival univariate analysis found a
worse probability of survival for aneuploid tumors, grade III-IV tumors, non organ-confined tumors and conventional and undife-
rentiated tumors. Using multivariate survival analyses, Furhman grade, stage (TNM) and DNA ploidy were the only independent
prognostic factors. So, the probability of death for aneuploid tumor was 1,7 times higher than for diploid tumors.

Conclusions: Stage, DNA content and Furhman grade were the only significant independent predictors of disease progression.
Tumoral size and histological type did not provide more additional information.

Keywords: Renal tumor. Progression. Prognostic factors.
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Los tumores malignos del rinon (pelvis renal y
parénquima) suponen el 2,6% de los tumores
malignos de nuevo diagnostico y son el tercer
tumor mas frecuente del tracto urinario. El1 80%
de los tumores renales son del parénquima y el
85% de éstos son adenocarcinomas (AR). La inci-
dencia estimada del AR en el ano 2006 en
Estados Unidos fue de 38890 nuevos casos, falle-
ciendo aproximadamente 12849 durante ese ano
por la enfermedad!. Este tipo de tumor presenta
la ratio de mortalidad anual/incidencia mas alta
de todos los tumores urologicos. La maxima inci-
dencia se produce en la séptima década de la vida
con una media de edad al diagnostico de 66 anos
y una mediana de 70, afectando con mayor fre-
cuencia a los varones?. La incidencia en autop-
sias esta en torno al 2% aproximadamente3,

Histéricamente el AR ha sido considerado
como una entidad tnica que expresa diferentes
apariencias morfologicas. Hoy en dia, el AR cons-
tituye una familia de canceres resultantes de
diferentes anormalidades genéticas con una
unica morfologia fenotipica y un mismo origen, la
célula epitelial del tuibulo renal. Se caracteriza
por ser un tumor con un comportamiento biol6-
gico heterogéneo e imprevisible. Asi, tumores con
estadios y grados de diferenciacion similares pre-
sentan evoluciones diferentes, y aproximadamen-
te el 20-30% de los tumores renales organoconfi-
nados clasificados como pT,-pT, N, M,, (segun la
clasificacion del TNM 2002) tienen progresion
tumoral tras la cirugia*. Se han propuesto dife-
rentes parametros morfologicos para explicar
esta variabilidad en el comportamiento biolégico,
como el grado nuclear, patron histologico, tipo
celular y tamano tumoral, pero su valor pronos-
tico es controvertido. También se han evaluado
otras parametros, como la ploidia del ADN, mar-
cadores moleculares y marcadores de apoptosis
entre otros, con resultados controvertidos.
Recientemente la utilizacion de nomogramas,
modelos matematicos y algoritmos de puntua-
cion han permitido una mejor prediccion pro-
nostica, pero no han conseguido sustituir hasta
el momento a los sistemas de estadificacion
actuales.

La utilizacién de todos estos factores nos pro-
porcionan una aproximacion al prondstico sin
permitirnos individualizar, ni obtener una mayor
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rentabilidad prondstica en tumores incidentales,
que actualmente suponen el 48-60% de las series
mas recientes. De ahi la necesidad de buscar
nuevos factores que nos permitan una mayor
exactitud pronéstica en estos tumores.

Asi en esta linea de trabajo, el objetivo de este
estudio ha sido evaluar que factores muestran un
valor pronéstico independiente de supervivencia
libre de progresion en el AR en nuestra serie de
pacientes.

MATERIAL Y METODOS

En este trabajo hemos analizado una muestra
de 252 pacientes diagnosticados en el Hospital
Universitario La Fe de Valencia de carcinoma
renal, entre los annos 1969 y 2001, e intervenidos
quirurgicamente.

Todos los tumores fueron sometidos a un ana-
lisis del contenido de ADN nuclear mediante cito-
metria de flujo. De los 252 pacientes incluidos,
28 (11,1%) fueron desestimados para el analisis
de resultados, por un obtener en el estudio de la
ploidia de ADN un histograma inadecuado para
su analisis. Los criterios de exclusion fueron un
coeficiente de variacion superior a 8 o la presen-
cia de agregados en mas de un 25% en cada de
las muestras analizadas. Por tanto, la muestra
estuvo constituida por una serie homogénea,
compacta y perfectamente definida de 224
pacientes.

De los 224 pacientes incluidos, 143 (63,8%)
fueron hombres y 81 (36,2%) fueron mujeres, con
una relacion varon/mujer 1,7:1. La mediana de
edad fue de 60 anos con un rango de 57 (26-83).
La mediana de seguimiento fue de 36,47 meses
(12-246). Todos los pacientes fueron sometidos a
nefrectomia radical y linfadenectomia regional
con o sin tratamiento adyuvante. Las caracteris-
ticas clinico tumorales de los pacientes se reco-
gen en la Tabla 1.

El estudio preoperatorio incluyé ecografia,
radiografia de térax y tomografia axial compute-
rizada abdomino-pélvica y en ocasiones resonan-
cia magnética nuclear abdomino-pélvica. Tras la
cirugia los pacientes fueron seguidos de acuerdo
a los protocolos oncologicos del Servicio de
Urologia del Hospital Universitario La Fe de
Valencia, con controles cuatrimestrales durante
el 1° ano, semestrales a partir del 2° ano, y anua-
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Tabla 1. Analisis descriptivo de la muestra.

VARIABLES N (%)

N° CASOS EVALUABLES 224 PACIENTES

SEXO
Varon 143 (63,8)
Hembra 81 (36,2)

EDAD (mediana y rango)

Varones 59 (35-82) anos
Hembras 62 (26-83) anos
ESTADIO
Estadio I 55 (24,5)
Estadio II 51 (22,7)
Estadio III 80 (35,7)
Estadio IV 38 (17,1)
TIPO HISTOLOGICO
Carcinoma convencional 148 (66)
Carcinoma papilar 49 (21,9)
Carcinoma cromofobo 20 (9)
Carcinoma indiferenciado 7 (3,1)
TAMANO (segun cuartiles)
0,5-5,5 cm. 58 (26)
5,6-7 cm 55 (24,2)
7- 10 cm. 61 (26,9)
>7 cm. 51 (22,9)
GRADO
Grado I 70 (31,5)
Grado II 83 (37)
Grado III 46 (20,5)
Grado IV 25 (11)
PLOIDIA DEL ADN
Tumores diploides 129 (57.,6)
Tumores aneuploides 95 (42,4)

les a partir del 52 ano. En estos controles inclui-
mos analitica general con determinacion de ferri-
tina, ecografia hepatorrenal y tomografia axial
computerizada toraco-abdomino-pélvica. La pro-
gresion biolégica fue definida como recurrencia
local, regional y/o presencia de metastasis a dis-
tancia.

Estudio anatomo-patolégico

Fue realizado por el Servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital Universitario La Fe de
Valencia, tras la extraccion de la pieza. El estudio
de extensiéon anatomica tumoral se reclasifico
siguiendo los criterios de la clasificacion de con-
senso TNM 2002 de la International Union
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Against Cancer. El grado nuclear fue evaluado
con el sistema de gradacion descrito por Fuhr-
man®. El tamafo tumoral fue obtenido de la pieza
tumoral, considerando su diametro mayor. Todos
los tumores benignos fueron excluidos de este
estudio.

Analisis del ADN nuclear mediante

citometria de flujo

El analisis del contenido de ADN mediante
citometria de flujo se basa en la capacidad de
algunos fluorocromos, como el ioduro de propidio
(IP), para unirse especificamente a dicho acido. El
IP se une intercalandose a los acidos nucleicos de
doble cadena, emitiendo las células tenidas una
fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN.
La citometria de flujo mide la fluorescencia de
cada célula marcada al pasar a través del haz del
laser, proporcionando informacién cuantitativa
del ADN.

El estudio de ADN nuclear fue realizado en el
laboratorio de citometria de flujo del Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario La Fe de
Valencia, tras la obtencion en fresco de un maxi-
mo de cuatro muestras tumorales de forma ran-
domizada y evitando zonas hemorragicas, fibroti-
cas o necroticas. Tras abrir la pieza por su con-
vexidad respetando el hilio, las muestras fueron
procesadas de forma inmediata tras su llegada al
laboratorio. En este estudio, el analisis de los 115
pacientes mas recientes (51,34%), se realizo
sobre células obtenidas de muestras en fresco.
Las muestras asi obtenidas fueron analizadas en
fresco, disgregando el material con bisturi y obte-
niendo las células mediante aspiracion con
aguja. Para realizar el estudio citométrico se uti-
lizo0 un reactivo comercial Coulter DNA-Prep
Reagents Kit, (Coulter Corporation, Miami,
Florida, USA), que incluye dos soluciones, el
reactivo de lisis y permeabilizacion (DNA-Prep
LPR) y el reactivo de IP y de ribonucleasa (DNA-
Prep Stain). El método consisti6 en los siguientes
pasos®?: a 100mL de la muestra se le anadio 200
mL de la solucion DNA-Prep LPR, agitandose
enérgicamente. Después se anadieron 2 mL del
reactivo DNA-Prep Stain y se incub6 durante 20
minutos a temperatura ambiente en la oscuri-
dad. Finalmente se procedi6é a la lectura por el
citémetro de flujo. En los 109 pacientes (48,66%)
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mas antiguos de la serie el analisis de ADN se
realiz6 de muestras tumorales desparafinadas,
seleccionando los bloques de parafina que conte-
nian una proporcion de tejido tumoral suficiente
e incluian las areas de mayor grado de indiferen-
ciacién nuclear. Se realizaron 4 secciones finas
de 5y de 150 pm. mediante microtomo. Las sec-
ciones de 5 pm se utilizaron para tenirlas con
hematoxilina y eosina y analizar el tipo histologi-
co, el grado tumoral y el patrén de crecimiento.
Las secciones de 150 pm fueron usadas para
analizar el contenido de ADN. Las muestras se
incubaron con una soluciéon de pepsina al 0,5%
con 0,9% de cloruro sédico y ajustadas a un pH
de 1,5 con acido clorhidrico durante 60 minutos
a 37¢ grados centigrados. Tras la centrifugacion
se retird la pepsina y se resuspendi6 la muestra
para contabilizarla utilizando un citémetro de
flujo. La preparacién de la suspensién nuclear de
las muestras parafinadas tumorales, se realizo
mediante la técnica de Hedley!© con ligeras modi-
ficaciones para disminuir la destruccion nuclear.
La tincion posterior con iP y el analisis del ADN
se realizo de forma similar a la descrita anterior-
mente para las muestras frescas. Como muestra
control se utilizé parénquima renal sano, sin
enfermedad neoplasica.

El citometro utilizado ha sido el Cytoron
Absolute (Ortho Diagnostic Systems Inc.), efec-
tuandose el analisis con el programa informatico
ModFit LT (Verity Software House, Inc.). El pro-
grama utilizado para la adquisicion de las mues-
tras fue el InmunoCount II version 2.2 (Ortho
Diagnostic Systems Inc.)

Las muestras tumorales fueron consideradas
diploides cuando se detectaba un sélo pico
G,/G, y su indice de ADN estaba entre 0,9y 1,1
(cociente entre el canal del pico G,/G, de la
muestra y el canal del pico G,/G, de las células
control diploides normales). Se consideraron
como no diploides cuando presentaban dos picos
G,/G, claramente separados. Dentro de éstas se
catalogaron como hipoploides si el indice de ADN
era menor de 0,9, hiperploide si era entre 1,2 y
1,9, tetraploide si el segundo pico contenia mas
del 15% de las células del total y su indice de
ADN era entre 1,9y 2,1 e hipertetraploides cuan-
do el indice de ADN era superior a 2,1. El coefi-
ciente de variacién para cada pico diploide fue
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medido y se excluyeron del estudio aquellas
muestras con valores superiores al 8%.

Al analizar varias muestras del mismo tumor
nos permitié evaluar la heterogeneidad del
tumor, considerandolo diploide cuando todas las
muestras lo eran y aneuploide cuando al menos
una de ellas no lo era. El tumor fue considerado
heterogéneo cuando existian muestras diploides
y aneuploides en el mismo tumor, o cuando sien-
do aneuploide existian 2 o mas picos aneuploides
en el mismo tumor, y homogéneo cuando todas
las muestras eran diploides o aneuploides.

Analisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas se realizaron
con una significacién del 0,05 y las estimaciones
con un intervalo de confianza del 95%. Se utiliza-
ron métodos estadisticos comparativos tanto uni-
variantes como multivariantes para analizar las
diferencias entre los distintos factores clinicos y
tumorales.

Andalisis univariante

Para estudiar la asociacion entre variables cua-
litativas se han realizado los siguientes tests:
Prueba de Chi-cuadrado/Prueba exacta de Fisher.
Para la prueba de Chi-Cuadrado se crearon tablas
de contingencia 2 x 2 y se compararon las propor-
ciones de la caracteristica a estudio por grupos. En
aquellos casos en que una de las frecuencias espe-
radas en alguna de las casillas de la tabla de con-
tingencia tenia un valor inferior a 5, se utiliz6 la
prueba exacta de Fisher. Las tablas de contingencia
donde se analizaron variables ordinales con mas de
dos categorias se utilizaron los tests Gamma, d de
Somers, tau-b de kendall y tau-c de kendall. Para
estratificar las variables, se establecieron puntos de
corte elegidos siguiendo criterios de tamano mues-
tral, normalidad de las caracteristica o los que
mejor perfilaban las diferentes categorias de la
variable desde un punto de vista clinico. Las curvas
de supervivencia se calcularon por el método de
Kaplan-Meyer aplicando el test de log-rank para la
comparacion de 2 o mas grupos. La fecha inicial
considerada fue la de la intervencion quirargica, y
la fecha final la de la muerte del paciente o la fecha
de su ultimo control. Los pacientes que no conti-
nuaron el seguimiento, se consideraron como per-
didos sin presentar el evento final.
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Analisis multivariante

Para el analisis de los factores pronésticos que
influian en la supervivencia de nuestra serie, se
seleccion6 la regresion multiple de riesgos pro-
porcionales de Cox como método estadistico mas
adecuado para determinar la asociacion entre un
conjunto de variables predictoras continuas o
categoricas y una variable respuesta cuantitativa
continua (supervivencia). Para el modelo de
regresion se determinaron como estadisticos, el
estadistico de la razoén de verosimilitud y el Chi-
cuadrado global. Para las variables dentro del
modelo se calcularon estimaciones de los para-
metros, errores tipicos y estadisticos de Wald.
Como variables explicativas o predictoras se con-
sideraron las caracteristicas clinicas y patologi-
cas estudiadas, asi como la ploidia del ADN. Se
aplicaron meétodos de selecciébn por pasos de
inclusion secuencial (forward selection), exclu-
sion secuencial (backward elimination) y de paso
a paso (step by step). El procedimiento de incor-
poracion de variables fue dado por finalizado
cuando la significacion de “p” aportada por una
variable a su entrada en la regresion excedio
0,05. La medida de efecto de cada variable se cal-
cul6 a través del Hazard Ratio (HR) o riesgo rela-
tivo (RR).

RESULTADOS

Actualmente 99 pacientes (44,19%) permane-
cen vivos, 75 (33,48%) fallecieron por causa
tumoral, 15 (6,69%) fallecieron por causa no
tumoral y 35 (15,64%) estan perdidos para el
seguimiento pero vivos en el momento de la pér-
dida.

De los 224 tumores, 134 (60,1%) no progresa-
ron y 89 (39,9%) si lo hicieron. La mediana del
tiempo libre de enfermedad entre los que progre-
saron fue de 9,55 con un rango 0-133 meses, de
tal forma que el 70,9% de los que recidivaron lo
hicieron durante los dos primeros anos de segui-
miento. De los que progresaron, 78 pacientes
(89,5%), lo hicieron de forma locorregional, el 9,4%
(9 pacientes) a distancia y dos pacientes (1,2%) en
rinén contralateral. El 83,1% (74 pacientes) de los
que han recidivado han fallecido, y solo 15 (16,9%)
permanecen vivos y con enfermedad.

Al analizar la asociaciéon de las variables pro-
nosticas con la progresion tumoral, en el analisis
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univariante, los tumores aneuploides, los no orga-
noconfinados y aquellos de alto grado presentaban
una probabilidad significativamente mayor de
recidiva que aquellos que no las presentaban. Sin
embargo, de los pacientes fallecidos por progresion
tumoral, el 23,3% fueron tumores diploides y el
20,3 % eran tumores organoconfinados. De los
pacientes con tumores organoconfinados y diploi-
des (77 pacientes), 10 recurrieron (13%)y 7 falle-
cieron por causa tumoral (9,1%).

El analisis actuarial de supervivencia cancer-
especifico, mostré una probabilidad de supervi-
vencia a 60 meses del 66,31% y a 120 meses del
62,6% para toda la serie. El analisis actuarial de
supervivencia por estadios del TNM (Fig. 1) mos-
tro las siguientes probabilidades de superviven-
cia reflejadas en la Tabla 2.
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FIGURA 1. Supervivencia actuarial segun clasificacion
TNM agrupado por estadios.

Analisis de la asociacion entre caracteristicas

clinico-tumorales y la progresion tumoral

(recidiva).

Las variables estudiadas fueron la edad, el grado
nuclear de Furhman, tipo histolégico, clasificacion
TNM 2002, ploidia del ADN y tamano tumoral.

Edad
Al analizar la asociacion entre la edad (catego-
rizada en mayores y menores de 70 anos) y el
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Tabla 2. Probabilidad de supervivencia a 3, 5y 10 anos
segun clasificacion TNM agrupado por estadios.

3 aios 5 afos 10 aiios
Estadio 1 90,85% 90,85% 86,31%
Estadio 1I 87,39% 87,39% 80,90%
Estadio III 58,05% 48,69% 48,69%
Estadio IV 44,84% 24.,91% 24,91%

resto de variables pronosticas, en el grupo de
mayores de 70 afos existia un mayor porcentaje
de aneuploidias (55,2% vs. 40,9%) sin alcanzar
significaciéon estadistica. Tampoco se encontraron
diferencias al asociar la edad al tamarno tumoral,
estadio, tipo histologico, grado, y porcentaje de
recidivas. El porcentaje de progresion en el grupo
de mas edad fue porcentualmente mayor (46,6%
vs 38,65%) pero sin alcanzar tampoco la significa-
cion estadistica. El analisis de supervivencia libre
de progresion tumoral no present6 diferencias
entre ambos grupos de edad (p= 0,17) (Fig. 2).
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FIGURA 2. Supervivencia actuarial libre de progresion en
Sfuncion de los grupos de edad.

Ploidia del ADN

El estudio del ADN molecular mostro que la
aneuploidia fue mas frecuente en estadios avan-
zados al diagnostico. Cuando analizamos la aso-
ciacion de esta variable con el resto de variables
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estudiadas, encontramos un porcentaje mayor
de aneuploidias en tumores no organoconfina-
dos respecto a los organoconfinados (56,8% vs.
26,7%) y también en aquellos de grado alto com-
parado con los de grado bajo (60,9% vs. 34,7%)
con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.001). Ni el tamano categorizado segun
cuartiles o dicotomizado segun el valor de su
mediana (7 cm), ni el tipo histolégico ni la edad
mostraron diferencias respecto a la deteccion de
aneuploidias (p = 0,69 y p = 0,5 respectivamen-
te). La tasa de progresion fue significativamente
mayor en los pacientes con tumores aneuploi-
des respecto a los diploides (56,8% y 27,13%
respectivamente).

La supervivencia libre de progresion tumoral
es significativamente peor en los tumores aneu-
ploides (p <0,001) (Fig. 3).

Tamano tumoral.

El tamano tumoral categorizado en dos grupos
(mayor y menor de 7cm) al compararlo con otras
variables en estudio, no mostr6 asociaciéon signi-
ficativa con la edad ni con la ploidia. Sin embar-
go, si lo hizo con el TNM, al ser un punto de corte
que define categorias dentro de la clasificacion, y
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Jfuncién de la ploidia del ADN.
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también con el tipo histologico, de tal manera que
el 80% de los tumores cromoéfobos eran mayores
de 7,0 cm. También mostré asociacion significa-
tiva con el grado tumoral, donde los tumores de
mayor tamano se asociaron a un mayor grado
tumoral (41% de tumores de alto grado en mayo-
res de 7 cm frente al 25% en menores de 7cm).
Sin embargo, en nuestra serie el tamano tumoral
no se asocio6 a la progresion.

El analisis de supervivencia libre de progre-
sién no mostro diferencias en funcion del tamaro
aunque las diferencias estaban muy préximas a
la significacion estadistica (p = 0,09) (Fig. 4).
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FIGURA 4. Supervivencia actuarial libre de progresion en
funcién del tamario tumoral.

Clasificacién TNM 2002.

El1 TNM fue categorizado en tumores organo-
confinados (estadios I-II) y no organoconfinados
(ITII-IV). Cuando se analiz6 su asociacion con el
resto de variables pronédsticas, no se encontré
significaciéon con la edad ni con el tipo histologi-
co. Los tumores no organoconfinados se asocia-
ron a tumores de mayor tamano, a tumores de
grado mas indiferenciado (48% vs. 13,3% de los
organoconfinados) y presentaron mayor porcen-
tajes de aneuploidias (56,8% vs. 26,7% de los
organoconfinados) todos ellos con significacion
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estadistica (p <0,001). Aquellos tumores no orga-
noconfinados progresaron en un porcentaje
mayor frente a los organoconfinados (56,8% fren-
te al 21%) de forma significativa.

La supervivencia libre de progresion mostro
diferencias significativas entre las dos categorias
de la clasificacion TNM (p = 0,001) (Fig. 5).
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FIGURA 5. Supervivencia actuarial libre de progresion en
Jfuncién del TNM categorizado.

Tipo histolégico

La distribucion del tipo histologico no se asocio
a la edad, ni a la ploidia, ni a la clasificacién TNM.
La frecuencia de los distintos tipos histologicos fue
también uniforme en funcion del grado de diferen-
ciacion (tumores de alto y bajo grado), exceptuan-
do el mayor porcentaje (85%) de tumores de alto
grado entre los de estirpe indiferenciada, aunque
sin significacion estadistica (p = 0,172).

Cuando se evalu6 la progresion tumoral, el
tipo histolégico que con mayor frecuencia progre-
s6 fue la estirpe histologica indiferenciada (85%),
seguida del tumor convencional, cromoéfobo
(ambos alrededor del 40%) y finalmente el papilar
con un 30% de recidivas, aunque sin mostrar sig-
nificacion estadistica.

El tiempo de supervivencia libre de progresion
fue mayor para el carcinoma cromoéfobo, interme-
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dio para el papilar, y menor para el convencional
(Fig. 6). El peor tiempo de supervivencia es para
los tumores indiferenciados, todos ellos con dife-
rencias estadisticamente significativas en el test
comparativo de log-rank (p=0,03).

s - =0,03
5 1,0 p
c
el
]
§’ 0.8 — Cromofobo
a
3]
©
8 .
S 06 A Papilar
©
% Convencional L—;—o—»»
> —
g 04 -
o
3
3]
©
Ee]
& 02+ Indeferenciado
8
Qo
o
o 0,0
1 1 I I I
0,00 50,00 100,00 150,00 200,04
Tiempo en meses

FIGURA 6. Supervivencia actuarial libre de progresién en
funcién del tipo histolégico.

Grado nuclear de Furhman

La variable grado nuclear ha sido categorizada
en grado nuclear bajo (I, II) y grado nuclear alto
(ITI, IV). Al analizar su relacion con otras varia-
bles, el grado nuclear mostré asociacion signifi-
cativa con la ploidia (tumores aneuploides se aso-
ciaron a tumores de alto grado), con el tamaro (a
mayor tamano, mayor indiferenciacién tumoral),
y con la clasificacién TNM (a mayor grado, mayor
estadio). Sin embargo no existioé asociacion signi-
ficativa con la edad ni el tipo histolégico. La pro-
gresion tumoral ocurrié en el 60,9% de los tumo-
res con grado nuclear alto, frente al 29,3% de los
tumores de grado bajo, con diferencias significa-
tivas.

Los tumores de alto grado mostraron un peor
tiempo de supervivencia libre de progresion que
los de bajo grado cuando ambos parametros fue-
ron comparados (p = 0, 001) (Fig. 7).
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FIGURA 7. Supervivencia actuarial libre de progresion en
Juncion del grado nuclear.

Analisis de los factores prondsticos

independientes de supervivencia libre de

progresion tumoral

Para el analisis de los factores pronésticos que
influian en la supervivencia libre de progresiéon se
selecciono la regresion multiple de riesgos propor-
cionales de Cox. El analisis se realizo6 utilizando
como variables explicativas los factores pronésticos
evaluados en el analisis univariante, seleccionando
el modelo a tres de ellos como factores pronésticos
independientes; la clasificacion TNM, el grado
nuclear de Furhman, y la ploidia del ADN (los
resultados se muestran en la Tabla 3). E1 RR cuan-
tifica el impacto de un factor sobre el logaritmo de
la razon de riesgos, de tal forma que un incremen-
to en la variable explicativa se asocia a un incre-
mento en el riesgo de fallecer por progresiéon tumo-
ral. En base a los valores obtenidos del RR, un
paciente con un tumor no organoconfinado tiene
una probabilidad 3,66 veces mayor que el organo-
confinado de fallecer. Un paciente con un tumor
aneuploide tiene 1,7 veces mayor probabilidad de
fallecer que el mismo paciente con un tumor diploi-
de y aquel paciente con un grado indiferenciado
tiene una probabilidad de fallecer por progresion
tumoral 2,56 veces superior a aquel paciente con
un grado nuclear bien diferenciado.
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Tabla 3. Resultados del analisis multivariante. Efecto de las variables seleccionadas sobre el riesgo de fallecer.

Variable Coef E.E. Wald p-valor RR IC (95%)
(riesgo relativo)

TNM 1,30 0,31 17,10 0,0004E-1 3,66 1,98-6,77

Grado 0,95 0,24 14,48 0,0001 2,58 1,6-4,21

ADN 0,53 0,25 4,54 0,033 1,70 1,04-2,79

Variables explicativas: TNM (organoconfinado vs no organoconfinado), Grado nuclear (grado I-II vs Grado III-IV), ploidia del ADN (diploide vs

aneuplo.

DISCUSION

El AR es una neoplasia de historia natural
imprevisible, con tendencia a recurrir o progresar
y causar el fallecimiento varios anos tras el trata-
miento inicial. El comportamiento biologico de los
tumores es fiel reflejo de la biologia molecular y
de la genética, de tal forma que el conocimiento
de dichos factores es esencial para entender la
historia natural de la enfermedad.

Actualmente, con los factores pronésticos que
tenemos a nuestro alcance, no es posible prede-
cir con la suficiente exactitud el comportamiento
biologico del AR. Por lo tanto, no se puede esta-
blecer una estrategia de seguimiento y terapéuti-
ca ajustada al riesgo individual de cada paciente.
Si se tuviese una mayor exactitud pronodstica, se
podrian seleccionar esquemas de seguimiento y
técnicas quirairgicas adecuadas al mayor o menor
riesgo de progresion segin el comportamiento
biologico del tumor. Hasta este momento, los
mejores factores pronosticos respecto al riesgo de
progresion en el AR han sido el estadio al diag-
nostico y el grado nuclear. Sin embargo aproxi-
madamente el 25-30% de los tumores organo-
confinados presentan metastasis indetectables
en el momento del diagnoéstico y del tratamiento
quirargico, reflejo de las limitaciones en la pre-
diccién pronoéstica de ambos factores. En este
estudio, el analisis estuvo limitado a aquellos
parametros pronoésticos que pueden ser obteni-
dos facilmente del examen de la pieza de nefrec-
tomia, incluyendo la determinacion de la ploidia
del ADN entre ellos.

El tamano tumoral se ha relacionado con la
aparicion de metastasis y con la supervivencia a
largo plazo. Asi Bell'l, ya evidencié una inciden-
cia de metastasis en tumores mayores de 10 cm
del 85%, y del 11% en menores de 3 cm. Guilliani
et al.!2, observaron tasas de supervivencia a 5
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anos del 0, 50 y 83,5% en tumores mayores de 10
cm, entre 5-10 cm y menores de 5 cm respectiva-
mente. Este hecho se explica por la relaciéon entre
el tamano y el estadio patologico, si bien algunos
estudios han proporcionado al tamano tumoral
un valor pronéstico independiente para estadios
avanzados!3. Sin embargo, en tumores organo-
confinados el tamano tumoral también muestra
su valor pronostico, con supervivencias superio-
res al 90% en tumores menores de 4 cm con
independencia si son tratados con cirugia radical
o parcial'*15, Por todo ello, parece que el tamarno
tumoral para cada uno de los estadios puede ser
un factor pronoéstico independiente!®. En este
estudio, el tamano tumoral mostréo asociacion
significativa en el analisis univariante con la cla-
sificacion TNM (el estadio patolégico esta basado
en tamano tumoral en pT1-2), con el grado nucle-
ar (los tumores mas grandes tienen mayor por-
centaje de grados altos) y con el tipo histolégico
(el 89% de los tumores cromofobos eran mayores
de 7cm). Sin embargo, el tamafo no mostré aso-
ciacion con la progresion (progresaron el 43,75%
de los tumores mayores de 7cm frente al 35,7%
de los menores de 7cm, sin diferencias significa-
tivas). Tampoco demostro valor pronostico inde-
pendiente de supervivencia libre de progresion, ni
en el analisis univariante ni en el multivariante.
La clasificacién histolégica recientemente
modificada (Reunion de Consenso UICC/AJCC
de 1997), combina los subtipos histologicos con
anormalidades genéticas observadas. Los tipos
histologicos principales son en la actualidad el
carcinoma convencional (células claras, granula-
res o mixto), el carcinoma papilar, el carcinoma
cromofobo y el carcinoma de los conductos colec-
tores. Los datos de evolucion y supervivencia
relativos a la mayor parte de los subtipos histol6-
gicos comunes son todavia controvertidos, aun-
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que distintos estudios sugieren que el subtipo
cromofobo tiene un mejor pronostico que el sub-
tipo convencional, mientras que los papilares
presentan un pronostico intermediol”-!'8. Sin
embargo, el subtipo convencional es el que ofre-
ce paradodjicamente mejor tasa de respuesta a la
inmunoterapia, tal y como ha observado
Childs!®. El pronostico del carcinoma cromoéfobo
también es controvertido. La mayor parte de los
estudios confirman que estos tumores suelen
permanecer confinados a rinén a pesar de
alcanzar un importante tamano. La incidencia
de metastasis es inferior al 10%2%2!, Moch y
cols?? observaron mejor pronostico en pacientes
con carcinoma croméfobo que en aquellos con
carcinoma convencional (78% vs. 50% de super-
vivencia a 5 anos). Donde si tiene la histologia
tumoral una significacion pronoéstica demostra-
da es en los pacientes con carcinoma de los con-
ductos colectores y en el carcinoma con diferen-
ciacion sarcomatoide. El carcinoma renal de los
conductos colectores supone menos del 1% de
todos los tumores epiteliales renales. Es una
variante agresiva que causa metastasis en fases
iniciales de su evolucion (35-40% al diagnosti-
co), limitando la supervivencia a largo plazo
(33% a los 2 anos)?3. Por otra parte, la diferen-
ciacion sarcomatoide que se aprecia en el 2-5%
de los casos conlleva un pronéstico realmente
malo, y se ha descrito en todos los subtipos por
igual?*. Suele presentar metastasis en el 77% de
los casos al diagnéstico y la supervivencia
media no supera los 9 meses!8. Por todo ello,
parece que la histologia tumoral aporta una sig-
nificacion pronostica demostrada en pacientes
con carcinoma de los conductos colectores y
aquellos con diferenciacion sarcomatoide. En
esta serie, los resultados obtenidos estan acor-
de con lo descrito. El subtipo histologico que
mayor tasa de progresion tuvo fue el indiferen-
ciado (85,7%), seguido del convencional (40,5%),
cromofobo (40%) y papilar (30,6%). El analisis
univariante de supervivencia seleccion6 al cro-
mofobo como el tumor con mejor probabilidad
de supervivencia, seguido del papilar, conven-
cional e indiferenciado. Sin embargo el tipo his-
tolégico no mostroé valor pronéstico indepen-
diente de supervivencia libre de progresion en el
analisis multivariante.
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En esta serie, el grado nuclear mostro6 su valor
pronostico independiente de supervivencia libre
de progresion tumoral, junto al TNM y la ploidia
del ADN. Furhman y cols® demostraron que el
grado nuclear fue mejor que otras variables para
predecir el desarrollo de metastasis tras nefrecto-
mia en el AR. Sin embargo el grado histologico del
tumor renal requiere la consideracion de un largo
numero de variables histologicas y citologicas?®
asl como la necesidad de distinguir grados inter-
medios. Esta sujeto a una interpretacion subjeti-
va y una baja reproductibilidad interobservador.
Todo ello conlleva a que su valor predictivo es
limitado cuando mas necesario es, en pacientes
con tumores localizados, al no encontrar diferen-
cias en la supervivencia tras estratificar los sub-
grupos de pacientes con cancer localizado por el
grado nuclear*?6. En muchos estudios y de
forma similar a éste, el grado nuclear sé6lo alcan-
za valor pronostico independiente de superviven-
cia cuando es agrupado en 2 6 3 categorias?”:28,
So6lo algunos estudios, con grandes tamanos
muestrales han demostrado su valor pronoéstico
considerando sus cuatro categorias??-30, Las pro-
babilidades de supervivencia cancer especifica a
5 anos segun el grado nuclear, son extremada-
mente variables. Para el grado I, las tasas de
supervivencia varian del 50 al 100%, del 30 al
94% para el grado II, del 10 al 80% para el grado
Il y del 9 al 66% en tumores de grado IV30-35,
Esta amplia variabilidad en las tasas de supervi-
vencia para cada una de las categorias puede ser
explicada por diferentes motivos. Uno de ellos es
la moderada correlacién del grado nuclear entre
diferentes observadores, correlacion que parece
mejorar cuando los grados se agrupan en catego-
rias®6. Dicha variabilidad puede ser explicada
también por la heterogenicidad del tumor renal,
el cual a menudo presenta areas con diferentes
grados en el mismo tumor. Aunque el grado
nuclear debe corresponder al area mas indiferen-
ciada, no hay un consenso acerca de cual debe ser
el minimo tamano del foco tumoral para ser consi-
derado clinicamente significativo36-38, También la
determinacién del grado nuclear puede verse afec-
tada por una fijacion tisular subéptima o por la
utilizacion de soluciones de fijacion o protocolos
diferentes en la preparacion de la muestra®®. La
variabilidad en la supervivencia cancer-especifica
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también puede explicarse por el tipo histologico.
Aunque la UICC y la AJCC recomendaron el uso
del grado nuclear de Furhman para los tipos his-
tologicos del carcinoma convencional y papilar, la
mayoria de los estudios lo utilizan en todos los
tipos histologicos. Cheville y cols®® demostraron
diferencias en la supervivencia para tumores con
grados similares con diferentes subtipos histol6-
gicos. Asi, la probabilidad de supervivencia fue
similar para los tumores con grado I-II indepen-
dientemente del tipo histolégico. Sin embargo,
pacientes con carcinomas convencionales de
grado III tuvieron peor probabilidad de supervi-
vencia que aquellos con tumores papilares y cro-
mofobos de grado III, mientras que el peor pro-
nostico correspondi6 al grado IV de cualquier tipo
histologico. Sin embargo, a pesar de que el
grado nuclear ha demostrado su valor pronoéstico
independiente de supervivencia en diferentes
estudios, en esta serie el 29,3% de pacientes con
bajo grado progresaron, a pesar de ser tumores a
priori con buen pronéstico. Este hecho es el dato
clinico que refleja las limitaciones expuestas
anteriormente del grado nuclear como factor pro-
nostico independiente de supervivencia.

El estadio al diagnostico (clasificacion TNM) es
junto al grado nuclear, los factores pronosticos
clasicamente utilizados, en los que nos basamos
fundamentalmente para establecer un pronoéstico
clinico. La clasificacion con mejor valor predicti-
vo es el TNM al subclasificar la afectaciéon local
tumoral y reflejar la diseminacion linfatica y
hematégena. Muestra una fuerte asociacién con
la supervivencia en la mayoria de estudios,
sobretodo tras las modificaciones sufridas en
1997 en el sistema TNM. Estas modificaciones
conllevaron a un incremento de los tumores en
estadio I (pT1INOMO), lo que permitio establecer
comparaciones entre este subgrupo y el resto de
las categorias??. No obstante, para mejorar su
valor pronéstico, este sistema de clasificacion
esta en revision y modificaciébn continua.
Actualmente esta pendiente de revision y de posi-
ble modificacién, afectando al tamano que define
al estadio T1, cuyo limite se establecera entre 4-
5 cm, asi como la afectaciéon de la glandula
suprarrenal que probablemente se reclasificara
como T440-42. A pesar de que el estadio tumoral
en nuestros resultados mostré un valor pronésti-
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co independiente de supervivencia libre de pro-
gresion, con una probabilidad de fallecer para los
pacientes con tumores no organoconfinados 3,66
veces mayor respecto a los tumores organoconfi-
nados, el 20,3% de los pacientes que fallecieron
por progresion tumoral eran pacientes con tumo-
res organoconfinados, es decir tumores a priori
de buen pronoéstico. Este dato también refleja la
insuficiente prediccién por parte de la clasifica-
cion TNM para predecir con absoluta exactitud el
prondstico tumoral, de forma similar a lo que
ocurria con el grado nuclear.

La inexactitud de los principales factores pro-
nosticos (clasificacion TNM y grado nuclear)
demostrada en nuestra serie, nos llevo a incluir
en el estudio informacion procedente del nucleo
de la célula tumoral, en un intento de aumentar
y refinar la capacidad predictiva de los factores
pronosticos clasicos. Asi analizamos el contenido
de ADN de las células tumorales mediante cito-
metria de flujo.

El estudio del contenido de ADN nuclear en el
AR ha mostrado su utilidad como factor pronos-
tico independiente de progresion en distintos
estudios. Asi, diversos trabajos con distinta me-
todologia, pero con el analisis de varias muestras
tumorales para evitar la heterogenicidad tumoral
que puede llevar al sesgo de los resultados, han
mostrado resultados similares en cuanto al valor
pronoéstico independiente de la ploidia del ADN
respecto a la supervivencia y progresion tumoral.
Estos resultados han sido comprobados tanto a
partir del estudio de muestras desparafinadas*3-
45 como de muestras de tumor en fresco®46:47,
Ademas, Chautard et al.#® demostraron que el
porcentaje de células en fase de sintesis también
presentaba valor pronoéstico. Esta informacién
junto a la de la ploidia del ADN lograba identifi-
car a un grupo de pacientes con elevada probabi-
lidad de progresion. Correspondia a pacientes
portadores de tumores aneuploides y un elevado
indice de células en fase de sintesis. Rey y cols*8
relacionaron la ploidia del ADN con el nivel de
extension del trombo en vena renal y vena cava,
relacionando a la ploidia y al indice proliferativo
con el proceso de carcinogenésis y la presencia de
trombo tumoral. Ljungberg y cols*® han demos-
trado tasas de supervivencia mejores en pacien-
tes con tumores metastaticos diploides frente a
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los metastaticos aneuploides. Sin embargo el
valor pronostico del contenido de ADN en el AR
todavia es controvertido en la literatura, ya que
varios estudios no consiguen demostrar su valor
pronostico de supervivencia y progresion®0-53,
Las causas por las que se pueden explicar estas
diferencias son la gran heterogenicidad en tér-
minos de contenido de ADN, las diferencias
metodologicas observadas en los disenos de los
distintos estudios, tanto en la preparacion de
los tejidos a analizar, como en los diferentes
métodos flujocitométricos, asi como en las defi-
niciones del contenido del ADN (ploidia y aneu-
ploidia)54.

En nuestra serie, el porcentaje de aneuploi-
dias detectadas (42,4%) se aproxim6 a otras
series publicadas (21%-87,5%)%%-56, La ploidia del
ADN se asoci6 en el analisis univariante de forma
significativa al estadio tumoral (mayor porcenta-
je de aneuploidias en tumores no organoconfina-
dos) y al grado tumoral (mayor porcentaje de
aneuploidias en tumores de alto grado). El anali-
sis multivariante demostré el valor pronéstico
independiente de la ploidia del ADN respecto a la
supervivencia, junto al TNM y al grado tumoral,
con un riesgo de fallecer el paciente con un tumor
aneuploide proximo a dos veces!” respecto a
aquel con un tumor diploide. Sin embargo, a dife-
rencia de otros estudios*%7, no se encontré un
incremento estadisticamente significativo del
porcentaje de aneuploidias con el incremento del
tamano tumoral estratificado (segiin los cuartiles
de la variable tamano) de forma similar a otras
series publicadas®®®9, Sin embargo el mayor
porcentaje de aneuploidias lo detectamos en
aquellos tumores mayores de 10 cm. En nuestro
estudio si se observoé un incremento progresivo
en el porcentaje de deteccion de aneuploidias con
estadios mas avanzados, pero no con el incre-
mento del tamano. De todo ello se deduce que la
aneuploidia tumoral no representa un evento
temprano en la carcinogenésis de los tumores
renales. Sin embargo, cuando aparece tiende a
empeorar el pronostico®!. A pesar de su valor pro-
nostico independiente de supervivencia libre de
progresion demostrado en nuestra serie, el 23,3%
de los tumores diploides progresaron, reflejando
también limitaciones en la prediccion prondstica
cuando se evalué de forma aislada.
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Sin embargo la consideracion en conjunto de
los tres factores que demostraron valor pronésti-
co independiente de supervivencia libre de pro-
gresion tumoral en el analisis multivariante,
mejoro la prediccion pronoéstica, de tal forma que
la tasa de progresion para un tumor diploide, de
bajo grado y organoconfinado fue del 8,5%. De
ahi que la utilizacion de las tres variables en la
practica clinica nos ayudara a identificar pacien-
tes con mayor o menor riesgo de progresion.

Asi pues y en conclusion, las tnicas variables
que mostraron valor pronéstico independiente de
supervivencia libre de progresion tumoral en
nuestra serie fueron la clasificacion TNM, el
grado nuclear y el contenido de ADN determina-
do por citometria de flujo (ploidia del ADN). La
consideracion de la informacion aportada por
estas tres variables aportara mayor exactitud a
la prediccion pronoéstica del AR y ayudara a iden-
tificar pacientes con diferentes riesgos de progre-
sion de enfermedad.
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