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Resumen
Objetivos: relacionar la expresión inmunohistoquímica (IHQ) de la densidad microvascular
(DMV) y de la anhidrasa carbónica IX (ACIX) con los tipos histológicos de carcinoma renal (CR)
y con su progresión.
Material y métodos: se estudiaron 93 pacientes operados por CR entre 1990-2008. Anticuer-
pos: CD31 (1: 40, Dako) y CD34 (1: 50, Dako) para DMV y ACIX (1: 100, Santa Cruz). ACIX se
valoró semicuantitativamente; intensamente positivos (>85%), débilmente positivos (10-85%) y
negativos (< 10%), independientemente de la intensidad de la tinción. La DMV se valoró indepen-
dientemente con anti-CD31 y anti-CD34. Campo de bajo aumento (x100) con mayor densidad
de vasos teñidos; se contabilizó el número de vasos en un campo fotográfico de 0,53 mm2.
Resultados expresados como número máximo de vasos/ mm2 de tejido tumoral.
Resultados: mediana seguimiento; 40 meses (1-160). No encontramos diferencias IHQ para nin-
guno de los 3 marcadores entre tumores que progresan (49) y no progresan (44). La expresión
de ACIX estaba relacionada con la DMV (p < 0,0001). La DMV se relacionó inversamente con el
tamaño tumoral y con el grado de Fuhrman de forma significativa. Así mismo, fue significati-
vamente mayor en los CR de células claras, tanto medida con CD31 (p = 0,001) como con CD34

(p = 0,003) frente al resto de subtipos histológicos.
Conclusiones: la DMV y la expresión de ACIX no se relacionan con la progresión, pero sí con el
tipo tumoral. Ello y su coexpresividad permitiría usar la expresión de ACIX como medida orien-
tativa rápida y fácil para medir DMV y su posible relación con la respuesta a antiangiogénicos.
© 2010 AEU. Publicado por Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.
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Immunohistochemical expression of microvascular density and carbonic anhidrase IX
in renal carcinoma. Relation to histological type and tumoral progression

Abstract
Purpose: to correlate the immunohistochemical expression of microvascular density (MVD) and
the carbonic anhydrase IX (CAIX) with the different histological subtypes of renal carcinoma
and its progression.
Material and methods: we studied 93 patients with renal cell carcinoma operated between
1990 and 2008. Antibodies employed for immunohistochemistry (IHC); CD31 (1: 40, Dako) and
CD34 (1: 50, Dako) for MVD and CAIX (1: 100, Santa Cruz). CAIX was validated semiquantitatively
as: strongly positive (>85%); weakly positive (10% -85%); and negative (< 10%), independently
of the intensity of the stain. MVD was validated with both anti-CD31 and anti-CD34 by means of
a whole section, to select the microscopic field (x100) with highest density of stained vessels,
counting the number of vessels in a photographic field of 0.53 mm2. Results are expressed as
the maximal number of vessels by mm2 of tumour tissue.
Results: median follow up was 40 months (1-160). We found no differences of expression with
any of the 3 IHC markers between tumours that progressed (49) and tumours that did not
progress (44). The IHC expression of CAIX was strongly related to MVD, measured for both
CD31 and CD34 (p < 0.0001). MVD with both antibodies was inversely related to tumour size
and Fuhrman grade and was also stronger in clear cell carcinomas compared to the rest of
histological subtypes, measured by CD31 (p = 0.001) and CD34 (p = 0.003).
Conclusions: neither MVD nor CAIX expressions were related to tumour progression, but were
related to histological subtypes. This fact, added to their co-expression, could prompt the use
of the CAIX expression, which is far more reproducible, as a quick and easy approximation to
MVD. More research should be done to use it as marker for targeted therapy.
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Introducción

El carcinoma renal (CR) se caracteriza molecularmente por
alta tasa de inactivación del gen supresor de tumores von
Hippel-Lindau, lo que conlleva una acumulación del factor
inducible por hipoxia y la consecuente expresión de distin-
tos genes de respuesta a la hipoxia que activarán el proceso
de angiogénesis, incluidos el gen de la anhidrasa carbónica
IX (ACIX) y del factor de crecimiento endotelio-vascular.
Las terapias diana han supuesto una revolución en su trata-
miento durante la última década; en la actualidad, existen
5 fármacos con distintos mecanismos de acción aprobados
para su indicación en primera o segunda línea, existiendo
lagunas importantes en cuanto al tratamiento de cada tipo
histológico, el tratamiento secuencial o concomitante, la
neo y la adyuvancia con estos fármacos, etc. Múltiples
grupos hemos buscado marcadores séricos, patológicos y
moleculares que permitan optimizar cada tratamiento para
cada paciente1,2.

La angiogénesis se puede cuantificar en tumores sólidos
mediante inmunohistoquímica (IHQ) en términos de densi-
dad microvascular (DMV), definida como el número de vasos
pequeños en una determinada área tumoral. En CR la rela-
ción de la DMV con el pronóstico es controvertida3, debido
probablemente, entre otros, a problemas en la homogeniza-
ción de los resultados de los distintos trabajos que siguen el
método tradicional de contaje manual4, así como a los bajos

tamaños de muestra utilizados, diferentes marcadores IHQ
y a las propias limitaciones de la IHQ5.

ACIX es una enzima que pertenece a una familia de meta-
loenzimas que catalizan la conversión rápida de dióxido de

e
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h

er España, S.L. All rights reserved.

arbono y agua a bicarbonato y protones, y que regula el
H intra y extra celular durante el estrés hipóxico; su parte
ctiva es extracelular y contribuye a la acidificación del
edio extracelular. La acidificación de la matriz extracelu-

ar induce la expresión de factores pro-angiogénicos,
romueve la inmunidad celular y la agresividad
umoral.

ACIX es un marcador muy interesante en el CR por varios
otivos. En primer lugar como herramienta diagnóstica,
ado que se expresa en el 86-96% de los tumores, siendo
u expresión prácticamente nula en el tejido renal sano.
demás tiene una expresión diferente en función del tipo
istológico, siendo preferente en el de células claras y no
xpresándose en los oncocitomas6. En segundo lugar se ha
mpleado como herramienta pronóstica, puesto que se ha
ncluido en nomogramas predictivos de progresión7, aunque
os resultados han sido controvertidos8—10. En tercer lugar,
e ha propuesto como herramienta predictiva de respuesta
l tratamiento, establecida para la interleuquina-211—13 y
ctualmente en investigación con las terapias diana14—16. Por
ltimo, tiene uso potencial como herramienta de estadifica-
ión. De hecho, dada la similitud del anticuerpo antiACIX
on el anticuerpo monoclonal G250 (mAbG250), ha sido
osible diagnosticar CR en pequeñas masas renales y focos
etastáticos con alta especificidad y sensibilidad17. Conse-

uentemente, su posible valor terapéutico está actualmente
n investigación en protocolos de radioinmunoterapia18,19.

Nuestro objetivo es valorar la DMV, ACIX y la relación

ntre ambas en un grupo de carcinomas de riñón, y rela-
ionarlas también con la progresión y los distintos tipos
istológicos de la enfermedad.
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aterial y métodos

acientes

ras aprobación por el Comité Ético del Instituto Valenciano
e Oncología, revisamos retrospectivamente 100 pacientes
perados por carcinoma renal entre 1990-2008 mediante
efrectomía radical, abierta o laparoscópica, con suficiente
aterial parafinado y en buen estado para su estudio ana-

omopatológico. Se seleccionaron 50 pacientes que habían
rogresado mediante recidiva local, ganglionar y/o a distan-
ia y 50 pacientes que no lo habían hecho en el momento
el inicio del estudio.

étodos inmunohistoquímicos

e utilizaron en todos los casos tejido fijado en formol e
ncluido en parafina. Se revisaron los cortes teñidos con
ematoxilina-eosina para confirmar el diagnóstico y selec-
ionar un bloque representativo de la zona periférica del
umor, donde la actividad proliferativa y la vascularización
el mismo son mayores. Para las técnicas IHQ, los anticuer-
os utilizados fueron CD31 (1: 40, Dako), CD34 (1: 50, Dako)
ACIX (1: 100, Santa Cruz).

En todos los casos se obtuvieron cortes de 4 micras sobre
ortaobjetos tratados con poli-lisina a partir de bloques
e tejido fijado e incluido en parafina. Tras desparafi-
ar el tejido, los cortes se sometieron a un proceso de
esenmascaramiento antigénico con calor y posteriormente
e tinción, empleando los sistemas automatizados PTLink
ako® y AutostainerPlus Dako® respectivamente.

ACIX fue valorada de forma semicuantitativa por un único
atólogo especializado en uro-patología (AC) y que no dis-
onía de los datos clínicos en el momento de la valoración,
ecogiendo el porcentaje de células tumorales con tinción
e membrana. Siguiendo criterios descritos previamente en
a literatura, y utilizados por multitud de investigadores de
orma reproducible, los casos se clasificaron como intensa-
ente positivos (> 85%), débilmente positivos (10 - 85%) y

egativos (< 10%), independientemente de la intensidad de
a tinción8,20.

La densidad se valoró independientemente en los cor-
es teñidos con anti-CD31 y anti-CD34. En cada caso se
studió el corte completo para escoger el campo de bajo
umento (x100) con mayor densidad de vasos teñidos, se
otografió y se contabilizó el número de vasos en un campo
otográfico de 0,53 mm2. Se consideraron vasos todas aque-

las células o grupos celulares teñidos, sin capa muscular
lrededor, que pudieran independizarse de otros vasos o
structuras adyacentes, aunque no tuvieran una luz vascular
dentificable. En los tumores en que la vascularización for-
aba una red densa, cada rama distinta se interpretó como

m
e
a
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Tabla 1 Relación de la expresión positiva o negativa de anhidras
ambos anticuerpos (CD31, CD34) y expresada como número máxim

ACIX MDV CD31/ mm2 (Dt) Valor p

Negativo 247,6 (169,9) < 0,000
Positivo 521,6 (227,8)
J. Rubio-Briones et al

n vaso independiente. Los grandes sinusoides anastomó-
icos se contabilizaron como un vaso único. Los resultados
e expresaron como número máximo de vasos por mm2 de
ejido tumoral21—23.

étodos estadísticos

as comparaciones entre grupos fueron realizadas mediante
hi-cuadrado para variables categóricas (test de Fisher para
ablas 2 x 2) y los tests de Kruskal-Wallis o la U de Mann-
hitney para comparar variables categóricas con variables

ontinuas. En todos los estudios consideramos un valor de
< 0,05 (2-colas) como estadísticamente significativo. Los
nálisis estadísticos se llevaron a cabo empleando el soft-
are SPSS (versión 15.0.1, SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).

esultados

eguimiento

urante la realización de la serie, la técnica IHQ no se
onsideró informativa por distintos problemas técnicos en
casos, por lo que consideramos válidos para el estudio

n total de 93 pacientes, 49 de los cuales habían progre-
ado (53%) y 44 no lo habían hecho (47%). La mediana de
eguimiento fue de 40 meses, con un rango de 1-160 meses.

esultados de las técnicas inmunohistoquímicas

a DMV se valoró independientemente con ambos anticuer-
os CD31 y CD34. Ambos tiñen membrana y citoplasma de
as células endoteliales sin poder precisar su localización
xacta (fig. 1). Por el contrario, la tinción con ACIX se loca-
iza en la membrana y es claramente delimitable (fig. 2). No
e observó tinción positiva en el tejido renal no tumoral.

esultados patológicos

e analizaron un total de 79 (85%) carcinomas renales de
élulas claras, 8 (9%) cromófobos, 5 (5%) papilares y uno
1%) sarcomatoide. La DMV fue significativamente mayor en
os CR de células claras, medida tanto con CD31 (p = 0,001)
omo con CD34 (p = 0,003) frente al resto de subtipos histo-
ógicos (fig. 3). Se relacionó de forma inversa con el grado
umoral medido tanto con CD31 (p = 0 0005) como CD34 (p = 0
01) agrupando las categorías de Fuhrman I-II vs III-IV. De la

isma forma, también se objetivó una relación inversa entre

l tamaño tumoral (≤ 7 cm vs > 7 cm) y la DMV medida con
mbos anticuerpos (fig. 4).

La expresión de ACIX se encuentra fuertemente asociada
on la expresión de la DMV, tanto si se mide con CD31 como

a carbónica IX con microdensidad vascular (MDV) medida con
o de vasos por mm2 de tejido tumoral

MDV CD34/ mm2 (Dt) Valor p

1 197,4 (135,9) < 0,0001
433,3 (226,1)
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Figura 1 (A) CR de células claras, grado 2 de Fuhrman, CD31
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(x100), MDV 977/ mm2; (B) CR de células claras, grado 2 de
Fuhrman, CD34 (x100), MDV 883/ mm2; (C): CR cromófobo, CD31
(x100), MDV 49/ mm2.

con CD34 (p < 0,0001) (tabla 1). Ninguna de las expresiones
de los 3 anticuerpos utilizados se relacionó significativa-
mente con la progresión tumoral; ni ACIX (p = 0,771) ni la
DMV medida por CD31 (p = 0,250) o por CD34 (p = 0,842).
Discusión

La ausencia de marcadores séricos, patológicos o molecu-
lares eficientes en el cáncer renal no ayuda a resolver las
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igura 2 (A) CR de células claras, grado 2 de Fuhrman, ACIX
x100) intensamente positivo (tiñen 100% de las células); (B):
R cromófobo, ACIX (x100) negativo (tiñen 5% de las células).

ontroversias del nuevo panel terapéutico para esta neopla-
ia. En este sentido, sería lógico pensar que como terapias
iana dirigidas contra la angiogénesis tumoral, la medición
e la DMV debería ser un parámetro importante en el manejo
e estos fármacos en el CR. Sin embargo, esta no es la
ealidad. Probablemente una de las causas por las cuales
sto no ocurra la encontramos en su forma de valoración.
a mayoría de autores, incluido nuestro trabajo, siguen el
étodo descrito por Weidner et al4 basado en el recuento
anual, y que, aunque ha permitido desarrollar este con-

epto en tumores sólidos, está sujeto a mucha variabilidad
nterobservador y se considera engorroso y tedioso por los
atólogos, ratificando nosotros mismos que es difícilmente
eproducible en la actividad rutinaria de un laboratorio
e orientación asistencial. Estos problemas metodológicos
e han sobrellevado mediante la aplicación de un sis-
ema de análisis cuantitativo automatizado capaz de medir
utomáticamente variaciones en la expresión proteica en
os tumores en microarrays tisulares o preparaciones están-
ar, añadiendo objetividad frente al método tradicional de
aloración. Este sistema ha permitido introducir un nuevo

oncepto, el área de microvasos, que se relaciona de forma
irecta con un mejor pronóstico en dos estudios indepen-
ientes de 284 casos3.

Nuestros resultados, que reflejan mayor DMV en los car-
inomas de células claras, también han sido descritos por
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igura 3 Expresión de MDV medida con el anticuerpo CD31 (g
R según el tipo histológico. CC: Células claras; Cr: Cromófobo

tros autores21, así como su relación inversa con el diámetro
umoral23,24 y con el grado tumoral23,24. No hemos observado
inguna relación entre la DMV y la progresión tumoral, coin-
idiendo con lo publicado por algunos autores21,22,25, aunque
o en otras series26,27.

La contradicción de que un CR con baja DMV tenga peor
ronóstico, a diferencia de lo que ocurre en otros tumo-
es, ha generado diversas hipótesis. Entre ellas destaca la
ncapacidad de adaptación de la micro-vascularización a un
recimiento agresivo, dando paso al aumento de la permea-
ilidad vascular28. Otra hipótesis se centra en el hecho de
onsiderar que la DMV refleje buena diferenciación, dado
ue la neoplasia se origina en la cortical renal que se encuen-
ra muy vascularizada29. También se ha postulado que la
ormación de macrovasos por los tumores de rápido creci-
iento condicione un descenso de la DMV26.
En el caso de la ACIX, el punto de corte del 85% de células

umorales teñidas se estableció en una serie de 321 carci-
omas mediante análisis de árbol de supervivencia8, y ha
ido ratificado por otros autores que consideran esta IHQ

ácilmente reproducible y comparable. La coexpresividad
e la DMV y ACIX que encontramos en nuestro trabajo (tabla
), sabiendo que ACIX es uno de los genes pro-angiogénicos
obrexpresados tras la activación del HIF-1, permite valorar
sta molécula como un método rápido, fiable y reproducible
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igura 4 Relación de MDV medida con CD31 (gráfica izquierda) y co
por debajo de su mediana con el tamaño tumoral, con punto de co
a izquierda) y con el anticuerpo CD34 (gráfica derecha) en los
apilar; S: Sarcomatoide.

ara evaluar la DMV. De hecho, en un estudio sobre 122
eoplasias renales, la coexpresión ACIX-VEGF se objetivó
omo factor pronóstico independiente en el análisis multi-
ariado para supervivencia cáncer específica (RR: 2,353; IC
5%: 1,473-3,375, p = 0,0002). Dicha coexpresión fue capaz
e estratificar la supervivencia cáncer específica en 3 grupos
e riesgo: alto, medio y bajo (p < 0,0001)30.

Por lo tanto, a las posibilidades que se señalan para
onsiderar la ACIX como una molécula de interés en el
anejo del CR se añade el hecho de que refleja la DMV de

na manera directa. En nuestros resultados sobre neoplasias
enales no metastáticas no objetivamos que tenga ningún
alor pronóstico, y lo mismo ha sido observado por otros
utores8,9. Ahora bien, en cánceres metastáticos sí parece
ener valor pronóstico8,10.

De la controversia respecto a su valor pronóstico se puede
nducir que ACIX pueda tener más valor predictivo de res-
uesta al tratamiento que valor pronóstico en sí misma. Ello
stá claramente validado en tumores mestastáticos tratados
on IL-211—13. En relación con las terapias diana, la expresión

e ACIX se ha validado como factor predictivo de respuesta
sorafenib16 y no se ha relacionado con la respuesta a

emsirolimus, donde una expresión alta de phospho-Akt o
hospo-S6, moléculas upstream y downstream de la ruta
e señalización celular gobernada por mTOR, sí que se

CD34 
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rte en 7 cm.
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relacionaron lógicamente con la respuesta a este fármaco14.
Un estudio en ratones atímicos con implantes de CR demos-
tró que tras el tratamiento simultáneo con mAbG250 y
distintos inhibidores de la tirosina quinasa, la captación de
mAbG250 en los implantes tumorales, reflejo de la expresión
de ACIX, disminuyó de forma paralela a distintos marcado-
res de DMV. Tras parar el tratamiento, la expresión de ACIX
volvía a aumentar, sobre todo en la zona periférica de los
tumores donde la neovascularización era más visible15.

Cabe la posibilidad de que en un futuro cercano ACIX se
posicione en el diagnóstico diferencial del cáncer renal, así
como en cuanto al valor pronóstico y al valor predictivo de
respuesta al tratamiento, tanto respecto al empleo de cito-
quinas como de inhibidores de la tirosina-quinasa, al ser una
molécula implicada en la angiogénesis. Podría emplearse
también como reflejo del índice de DMV.
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